Análise da associação das mutações no gene FLT3 com outros fatores prognósticos em pacientes com diagnóstico de leucemia aguda by Licínio, Marley Aparecida
1 
 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM FARMÁCIA 
DEPARTAMENTO DE ANÁLISES CLÍNICAS 
 
 
 
 
 
 
 
Marley Aparecida Licínio 
 
 
 
 
 
 
ANÁLISE DA ASSOCIAÇÃO DAS MUTAÇÕES NO GENE FLT3 
COM OUTROS FATORES PROGNÓSTICOS EM PACIENTES 
COM DIAGNÓSTICO DE LEUCEMIA AGUDA 
 
 
 
 
 
Dissertação submetida ao Programa de 
Pós-Graduação em Farmácia da 
Universidade Federal de Santa 
Catarina para a obtenção do Grau de 
Mestre em Farmácia 
Orientadora: Profª Drª Maria Cláudia 
Santos da Silva 
 
 
 
 
 
Florianópolis 
 
2011 
2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
"Análise da associação das mutações no gene FLT3 com outros 
fatores prognósticos em pacientes com diagnóstico de leucemia 
aguda” 
 
POR 
 
Marley Aparecida Licínio 
 
 
Dissertação julgada e aprovada 
em sua forma final pelo (a) 
Orientador(a) e membros da 
Banca Examinadora, composta 
pelos Professores Doutores: 
 
Banca Examinadora: 
 
__________________________________________________________ 
Profa. Dra. Fabiana Aidar Fermino (UFSC – Membro Titular) 
 
 
__________________________________________________________ 
Profa. Dra. Thaís Cristine Marques Sincero (UFSC – Membro 
Titular) 
 
 
__________________________________________________________ 
Prof. Dr. Celso Spada (UFSC – Membro Titular) 
 
 
__________________________________________________________ 
Profa. Dra. Maria Cláudia Santos da Silva (UFSC – Orientadora) 
 
 
Prof. Dr. Eloir Paulo Schenkel 
Coordenador do Programa de Pós-Graduação em Farmácia da 
UFSC 
 
Florianópolis, 17 de fevereiro de 2011. 
2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dedico esta dissertação aos meus pais, Pedro e Márcia, por serem 
exemplos de determinação, de objetividade, 
de garra e de perseverança!  
E pelo ambiente familiar de amor, de apoio e de incentivo! 
4 
 
5 
 
AGRADECIMENTOS 
 
A Deus por iluminar minha mente, o que auxiliou em minhas escolhas 
durante o período de graduação e de mestrado! E por todas as coisas 
boas que me foram proporcionadas até este momento de minha vida!   
Aos pacientes e seus familiares, por suas células, pois, sem eles, não 
seria possível a realização deste trabalho! Sei que muitos não estão mais 
entre nós, mas contribuíram para o crescimento científico! Fiquem com 
Deus! 
Aos meus pais, Pedro e Márcia, meus eternos professores do real sentido 
da vida! Ensinaram-me, e até hoje me ensinam, a ser uma pessoa de boa 
índole e a sempre ir à busca de um futuro digno! Obrigada pela amizade, 
pelo amor, pelo carinho e pelo conforto em todas as horas! Amo muito 
vocês! 
Ao meu irmão Marcos, pelo carinho, pela amizade e pelo 
companheirismo, principalmente nesses últimos cinco meses. Amo 
você, mano!  
Ao meu noivo Mauro, pelo amor, pela amizade, pelo companheirismo, 
pelo incentivo, pela compreensão e pela paciência durante esses anos. 
Você soube me apoiar nos dias mais cansativos, sempre me trazendo 
momentos de alegrias! Amo muito você!  
À minha orientadora, Profª Drª Maria Cláudia Santos da Silva, pelos 
importantes ensinamentos, tanto científicos quanto pessoais, pela 
oportunidade, pela amizade, pela atenção, pelo apoio, pela preocupação 
e pela dedicação. Aprendi muito com você!  
À Profª Drª Maria Luiza Bazzo, pela disponibilidade e otimismo! 
Ao pessoal do laboratório, Ana, Arthur, Chris Coelho, Chris Nogueira, 
Gabriela, Eduardo, Elenise, Haíra, Juliana, Karina, Letícia, Luciana, 
Mariana, Michelle, Simone, Susie, Toni e Vanessa, pela amizade e pelos 
vários momentos de angústias ou de descontração que passamos juntos! 
Cada um sabe o carinho que tenho por vocês! Em especial, quero 
agradecer a quatro pessoas: a Aline, por seu companheirismo, amizade e 
cumplicidade e pelos momentos na cultura celular; a Graciele, a 
Manoela e a Pâmela, pela ajuda nas corridas de eletroforese, pelas 
extrações de DNA e também pelos momentos na cultura celular! Serei 
eternamente grata! 
Às minhas amigas “irmãs”, Carol, Fláh, Fran e Lisi, pelo apoio, pelo 
companheirismo e pela sólida amizade que construímos, a qual, tenho 
certeza, será para sempre! Amo vocês, amigas! 
6 
 
Às minhas amigas do coração, Carol, Jú e Mari, pelo apoio, pelo 
companheirismo e pelo incentivo! Tenho certeza de que nossa amizade 
será eterna! Amo vocês, amigas! 
À Profª Drª Joanita Ângela Gonzaga Del Moral, pelo auxílio e 
disposição. 
À Profª Drª Rosemeri Maurici da Silva, pela ajuda na análise estatística.  
À Profª Marcilda, pela disponibilidade na revisão gramatical e pelas 
sugestões de melhorias para o trabalho. 
À Mariana pela correção do abstract. 
Ao Laboratório de Análises Clínicas do HU/UFSC, aos médicos do 
HU/UFSC e do HIJG, pelo encaminhamento das amostras e pela 
estrutura necessária à realização deste trabalho. 
Ao pessoal do Laboratório DNA/UDESC, Prof. Dr. Altamir, Profª. 
Ediane e Profª Drª Jaqueline, pelo apoio e incentivo!  
Ao Programa de Pós-Graduação em Farmácia, da Universidade Federal 
de Santa Catarina, que ofereceu condições para mais uma etapa da 
minha formação. 
Ao CNPq, à CAPES e à FAPESC, pelo suporte financeiro.  
Enfim, a todos que, de alguma maneira, contribuíram para a execução 
deste trabalho, seja pela ajuda constante ou por uma palavra de amizade!                                   
 
Muito Obrigada! 
7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
"A melhor de todas as coisas é aprender. 
O dinheiro pode ser perdido ou roubado, a saúde e a força podem falhar, 
mas o que você dedicou à sua mente é seu para sempre." 
 
 
(Louis L. Amour) 
8 
 
9 
 
RESUMO 
 
As leucemias agudas (LAs) constituem um grupo de neoplasias 
malignas caracterizadas pela proliferação descontrolada de células 
hematopoiéticas, proveniente de mutações que podem ocorrer em 
diferentes fases da diferenciação de células precursoras, o que a 
caracteriza como uma doença altamente heterogênea. De acordo com a 
classificação da Organização Mundial da Saúde (OMS) para neoplasias 
do sistema hematopoiético e linfoide, publicada em 2008, para um 
diagnóstico mais preciso e estratificação de prognóstico de pacientes 
com LA, devem-se pesquisar mutações nos genes FLT3. 
Fisiologicamente, o receptor FLT3 participa da regulação da apoptose, 
da proliferação, de sobrevivência e da diferenciação celular. Quando o 
gene FLT3 sofre mutação, dá origem a um produto final modificado, ou 
seja, gera um receptor com alterações estruturais. A presença de 
mutações nesse gene é de prognóstico desfavorável, e a análise das 
mutações no gene FLT3 tem sido considerada como um fator de 
prognóstico relevante na decisão terapêutica de pacientes com LA. 
Dessa forma, é de extrema importância a análise das mutações no gene 
FLT3 (duplicação interna em tandem – DIT – e mutação pontual D835) 
como marcadores moleculares de prognóstico em pacientes com LA. 
Assim, o objetivo desse trabalho foi investigar a importância das 
mutações no gene FLT3 (DIT e D835) como marcadores moleculares 
para no prognóstico de pacientes com suspeita clínica de LA, antes da 
primeira terapia, atendidos, no período de janeiro de 2009 a dezembro 
de 2010, pelo Serviço de Hematologia do Hospital Universitário da 
Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC) e pelo Serviço de 
Oncologia do Hospital Infantil Joana de Gusmão (HIJG), ambos 
situados em Florianópolis, Santa Catarina. Para tanto, encaminharam-se 
as amostras de medula óssea (MO) ou de sangue periférico (SP) ao 
Laboratório de Oncologia Experimental e Hemopatias (LOEH) para 
investigação das mutações no gene FLT3 utilizando-se a reação em 
cadeia da polimerase (PCR). Dividiram-se os pacientes em dois grupos: 
pacientes com idade superior a 16 anos e pacientes com idade igual ou 
inferior a 16 anos.  Para a análise estatística das variáveis numéricas, 
utilizou-se o teste t de Student e, para as variáveis nominais, o teste do 
qui quadrado. Para os dois tipos de variáveis analisados, o nível de 
significância determinado foi de 5% (P < 0,05).  Os resultados 
mostraram que a mutação FLT3-DIT foi mais incidente em indivíduos 
com LMA com idade igual ou inferior a 16 anos, enquanto nos 
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indivíduos com LLA com idade superior a 16 anos a mutação FLT3-
DIT foi rara. Quanto à mutação FLT3-D835, foi rara em indivíduos com 
idade superior a 16 anos. Constatou-se que as mutações no gene FLT3 
(DIT e D835) não têm associação com os seguintes fatores 
prognósticos: idade, leucometria, níveis de LDH e marcação para CD34, 
como também para o gênero. A DIT no gene FLT3 parece anular o 
efeito de prognóstico favorável da t(15;17), além de parecer ter 
associação com vantagem de proliferação celular, mesmo em indivíduos 
com LPA. Houve uma associação estatisticamente significante entre a 
DIT no gene FLT3 e a ausência de remissão e óbito em pacientes com 
idade igual ou inferior a 16 anos. Esses resultados sugerem que a 
presença de FLT3-DIT é um fator de prognóstico desfavorável e 
independente, pois não possuiu relação com outros fatores prognósticos, 
devendo ser considerado como um marcador molecular no prognóstico 
de pacientes com suspeita clínica de LA e importante para a decisão 
terapêutica. 
 
Palavras-chave: Leucemia aguda; Mutações no gene FLT3; Fatores 
prognósticos na leucemia aguda. 
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ABSTRACT 
 
Analysis of the association of mutations in the FLT3 gene with other 
prognostic factors in patients diagnosed with acute leukemia 
 
Acute leukemias (ALs) are a group of malignancies characterized by 
uncontrolled proliferation of hematopoietic cells, which are originated 
from mutations that can occur at different stages of differentiation of 
precursor cells, characterizing it as a highly heterogeneous disease. 
According to the classification of the World Health Organization 
(WHO) for malignancies of lymphoid and hematopoietic system, 
published in 2008, for a more precise diagnosis and prognostic 
stratification of patients with AL, the mutations in FLT3 gene should be 
investigated. Physiologically, the FLT3 receptor participates in the 
regulation of apoptosis, proliferation, survival and cell differentiation. 
When the FLT3 gene is mutated, it originates a modified final product, 
which means it generates a receptor with structural changes. The 
presence of mutations in this gene is an unfavorable prognosis, and the 
analysis of mutations in FLT3 gene has been considered an important 
prognostic factor in deciding the treatment of patients with AL. Thus, 
the analysis of mutations in FLT3 (internal tandem duplication - ITD - 
and D835 point mutation) is extremely important as molecular markers 
in the prognosis of patients with AL. Therefore, the purpose of this 
study was to investigate the importance of mutations in FLT3 gene 
(D835 and ITD) as molecular markers for prognosis of patients with 
clinical suspicion of AL, before the first therapy, who attended the 
Serviço de Hematologia do Hospital Universitário da Universidade 
Federal de Santa Catarina (HU-UFSC) and the Serviço de Oncologia do 
Hospital Infantil Joana de Gusmão (HIJG), both located in 
Florianópolis, Santa Catarina, in the period from January 2009 to 
December 2010. To this end, the samples of bone marrow (BM) or 
peripheral blood (PB) were forwarded to the Laboratório de Oncologia 
Experimental e Hemopatias (LOEH) for the investigation of FLT3 gene 
mutations using the polymerase chain reaction (PCR). The patients were 
divided into two groups: patients aged more than 16 years and patients 
aged 16 years or less. For statistical analysis of numerical variables, we 
used the Student t-test and for nominal variables, the chi square. For 
both types of variables analyzed, the level of significance was set at 5% 
(P < 0.05). The results showed that the mutation FLT3-ITD was more 
common in patients with AML aged 16 years or less, while in patients 
12 
 
with ALL aged more than 16 years, FLT3 mutation-ITD was rare. In the 
same way, the FLT3-D835 mutation was rare in individuals older than 
16 years. It was found that mutations in the FLT3 gene (ITD and D835) 
are not associated with the following prognostic factors: age, WBC 
count, LDH levels and marking for CD34 and sex. The ITD in the FLT3 
gene seems to nullify the effect of favorable prognosis of t(15;17) and 
seems to be associated with cell proliferation advantage, even in patients 
with ALL. There was a statistically significant association between the 
ITD in the FLT3 gene and the absence of remission and death of 
patients aged 16 years or less. These results suggest that the presence of 
FLT3-ITD is an unfavorable and independent prognostic factor since it 
did not seem to have a relationship with other prognostic factors. For 
this reason, it should be considered as a molecular marker for the 
prognosis of patients with clinical suspicion of AL and as an important 
factor in therapeutic decision.  
 
Keywords: Acute leukemia; FLT3 gene mutations; Prognostic factors in 
acute leukemia. 
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A integridade de um determinado tecido, assim como a sua 
função, é conferida por um equilíbrio estabelecido entre a proliferação 
celular e a apoptose. Esse balanceamento é mantido por meio de um 
complexo sistema de sinalização intra e extracelular (FERREIRA & 
ROCHA, 2004), conhecido como homeostase celular, o qual está 
presente no desenvolvimento pré e pós-natal de todos os mamíferos 
(CAMPISI & SEDIVY, 2009). Entretanto, a desregulação da 
homeostase pode resultar em processos degenerativos de tecidos 
específicos, tais como doenças cardíacas, doenças neurodegenerativas 
(Alzheimer, Parkinson e glaucoma) e, frequentemente, o câncer 
(GOLUBNITSCHAJA, 2007).  
Os mecanismos de transformação neoplásica de uma célula 
normal compreendem uma série de eventos genéticos e moleculares que 
afetam a proliferação e a diferenciação celular, as quais ainda não foram 
elucidadas. Nesse sentido, estudos científicos vêm sendo desenvolvidos 
com o intuito de esclarecer os complexos mecanismos de regulação 
molecular que envolvem a proliferação neoplásica e o seu controle. 
Aliado a esse contexto, é crescente a preocupação dos órgãos 
governamentais no que se refere a uma gestão com recursos financeiros 
disponíveis para o planejamento, a execução e a avaliação das 
estratégias do controle das neoplasias (INCA, 2009).  
Desse modo, a prevenção e o controle do câncer estão entre os 
mais importantes desafios científicos e de saúde pública. Exemplo disso 
é a Política Nacional de Atenção Oncológica, incorporada pela Portaria 
de nº 2.048, de 3 de setembro de 2009, que propõe, para o Brasil, um 
abrangente controle do câncer e determina várias metas, desde ações 
voltadas à prevenção e ao tratamento até assistência de alta 
complexidade integradas em redes de atenção oncológica, com o intuito 
de reduzir a incidência e a mortalidade por câncer (BRASIL, 2010).  
Diante do contexto mencionado, é necessário que haja 
continuidade em investimentos na execução de ações para o controle do 
câncer, nos diferentes níveis de atuação, como: na promoção da saúde, 
na detecção precoce, na assistência aos pacientes, na vigilância, na 
formação de recursos humanos, na comunicação e mobilização social, 
na pesquisa e na gestão do Sistema Único de Saúde (SUS) (INCA, 
2009). 
Segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS), o 
câncer é uma das principais causas de morte, tendo sido, em 2007, 
responsável pelo óbito de 7,9 milhões de habitantes no mundo, o que 
correspondeu a 13% de todos os óbitos (WHO, 2010).  Nesse mesmo 
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ano, em torno de 72% das mortes por câncer ocorreram em países de 
baixa e média renda, o que demonstra a necessidade de investimentos 
para um diagnóstico rápido e preciso dessa doença em países 
subdesenvolvidos. A perspectiva é que o número global de mortes por 
câncer aumente 45% (11,5 milhões de mortes) até 2030, em decorrência 
do aumento da população e do envelhecimento (WHO, 2010).  
No Brasil, desde 2003, as neoplasias malignas constituem a 
segunda causa de morte da população, o que representa, 
aproximadamente, 17% dos óbitos de razão conhecida. As estimativas 
brasileiras para o ano de 2010, que também serão válidas para o ano de 
2011, apontam a ocorrência de 489.270 casos novos de câncer, dos 
quais 236.240 para o gênero masculino e 253.030 para o gênero 
feminino. A distribuição regional desses casos novos de câncer ocorre 
de maneira heterogênea entre estados, capitais e regiões do país. As 
regiões Sul e Sudeste apresentam as maiores taxas de incidência de 
câncer, enquanto que as regiões Norte e Nordeste mostram as menores 
taxas e a região Centro-Oeste apresenta um padrão intermediário. Os 
tipos de neoplasias mais frequentes são: câncer de mama; câncer de 
próstata; câncer de traquéia, brônquio e pulmão; câncer de cólon e reto; 
câncer de estômago; câncer de colo de útero; câncer de cavidade oral; 
câncer de esôfago; leucemia e melanoma. Para o estado de Santa 
Catarina, no ano de 2010, eram esperados 9.580 novos casos de câncer e 
desses, 360 novos casos de leucemia1 (INCA, 2009).  
As leucemias compreendem um grupo heterogêneo de doenças 
hematopoiéticas malignas que são divididas em leucemias agudas e 
crônicas e cada uma delas subdividas em mieloides e linfoides. Segundo 
a classificação da OMS para neoplasias do sistema hematopoiético e 
linfoide, proposta em 2008, para um diagnóstico correto e preciso das 
leucemias agudas, deve-se fazer uma análise da apresentação clínica do 
paciente e correlacioná-la com os resultados de morfologia, de 
citoquímica, de imunofenotipagem, de citogenética e de mutações 
genéticas das células anormais (SWERDLOW et al., 2008).  
Vários subtipos de leucemias apresentam alterações genéticas 
específicas (SCANDURA et al., 2002) que perturbam a homeostase do 
organismo e podem provocar proliferação celular descontrolada, 
bloqueio na diferenciação celular e/ou desregulação da apoptose (morte 
celular programada)  (CHEN et al. 2007). A  apoptose  desempenha  um  
 
_______________ 
1
 Até o momento da redação da dissertação não existiam dados se essa previsão se concretizou 
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papel crucial na homeostase do sistema hematopoiético (SPECK & 
GILLILAND, 2002; ZHIVOTOVSKY & ORRENIUS, 2006), razão 
pela qual é exigido um controle rigoroso na produção dos leucócitos 
para que ocorra uma efetiva proteção contra possíveis infecções 
(SPECK & GILLILAND, 2002). Assim, o entendimento dos 
mecanismos fisiopatológicos da leucemia e a exploração de novas 
estratégias terapêuticas são elementos fundamentais para a melhoria da 
qualidade de vida dos pacientes com leucemia (SCANDURA et al., 
2002). 
Nas últimas duas décadas, investigações clínicas e experimentais 
demonstraram que alterações moleculares contribuem para o 
desenvolvimento da leucemia aguda (LA) e que essas alterações 
comprometem a funcionalidade das proteínas quinases e dos reguladores 
da transcrição gênica (CHEN et al., 2010; STAVROPOULOU, 
BRAULT e SCHWALLER, 2010). Desse modo, as mutações genéticas 
são reconhecidas como importantes marcadores de prognóstico em 
neoplasias hematológicas, sendo indicada, para as leucemias mieloides 
agudas (LMAs), a pesquisa das mutações nos genes CEBPα, FLT3, c-
KIT, RAS, NPM1 (VARDIMAN et al., 2009; CHEN, ODENIKE & 
ROWLEY, 2010), CBF, MLL, GATA1, PU.1 (STAVROPOULOU, 
BRAULT & SCHWALLER, 2010), Runx1 e WT1 (VARDIMAN et al., 
2009). Já, para as leucemias linfoblásticas agudas (LLAs), é 
recomendada a investigação de alterações nos seguintes genes: PAX5, 
IKAROS, EBF1, LEF1, TCF3 (CHEN, ODENIKE e ROWLEY, 2010), 
FLT3, RAS, BCR-ABL, MLL, GATA1, E2A (STAVROPOULOU, 
BRAULT & SCHWALLER, 2010). 
Diante desses conhecimentos, a National Comprehensive Cancer 
Network (NCCN, 2009), descreve que a pesquisa das mutações no gene 
FLT3 e no gene NPM1 é indicada para todos os pacientes menores que 
60 anos, portadores de LA. Com isso, a investigação dessas mutações é 
de extrema relevância para esses pacientes (SWERDLOW et al., 2008). 
Assim, considerando o exposto acima, neste trabalho será 
avaliada a importância das mutações no gene FLT3 como marcadores 
moleculares para o prognóstico de pacientes com suspeita clínica de LA, 
antes da primeira terapia. 
 
 
 
 
 
30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
31 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
__________________________________________________________ 
CAPÍTULO 1: REVISÃO DA LITERATURA 
__________________________________________________________
32 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
33 
 
1.1 LEUCEMIAS AGUDAS 
 
As leucemias constituem um grupo de neoplasias malignas 
caracterizado pela proliferação descontrolada de células hematopoiéticas 
na medula óssea (MO) e/ou nos tecidos linfoides, as quais, 
posteriormente, atingem a circulação periférica e podem se infiltrar em 
outros sistemas orgânicos (SWERDLOW et al., 2008). A transformação 
leucêmica pode ocorrer em diferentes fases da diferenciação de 
precursores linfoides ou mieloides, o que a caracteriza, sob os aspectos 
biológico e morfológico, como uma doença heterogênea. Por 
constituírem um grupo heterogêneo de doenças, as leucemias diferem 
quanto à etiologia, à patogênese, ao prognóstico e à resposta ao 
tratamento (PUI & EVANS, 1998; BAIN, 2003).  
 
 
1.1.1 Classificação 
 
O estabelecimento de um diagnóstico preciso e indicativo de 
prognóstico, baseado na análise de fatores clínicos, biológicos, genéticos 
e moleculares, é um dos motivos do sucesso terapêutico em pacientes 
com LAs (SWERDLOW et al., 2008). O fato de a leucemia ser uma 
doença genética faz com que a identificação das alterações nas células 
blásticas seja imprescindível para a identificação de subgrupos de 
pacientes com características clínicas distintas que orientam o 
tratamento, a estratificação do prognóstico e a monitoração da resposta 
terapêutica (RUBNITZ & PUI, 1999). Assim sendo, em 2008, a OMS 
estabeleceu novos critérios para o diagnóstico de LA, no qual são 
considerados a origem e a linhagem celular, o estágio de maturação e o 
tipo de anormalidade citogenética ou molecular envolvida na patogênese 
da doença. A partir desses critérios, a OMS propôs uma nova 
classificação para neoplasias do sistema hematopoiético e linfoide, a 
qual estabeleceu sete subcategorias para as LMAs, como está 
representado no Quadro 1 (SWERDLOW et al., 2008).  
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LMA associada a anormalidades genéticas recorrentes 
LMA com t(8;21)(q22,q22); Runx1-RUNX1T1 
LMA com inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16) (p13.1;q22);   
CBFB-MYH11 
LPA* com t(15;17)(q22,q12); PML-RARA 
LMA com t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL 
LMA com t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 
LMA com inv(3)(q21q26.2) ou t(3;3)(q21;q26.2); 
RPN1-EVI1 
LMA (megacarioblástica) com t(1; 22)(p13;q13); 
RBM15-MKL1 
Entidade provisória: LMA com mutação NPM1  
Entidade provisória: LMA com mutação CEBPA 
LMA com alterações relacionadas com mielodisplasia 
Neoplasias mieloides associadas ao tratamento 
LMA não categorizada nos itens anteriores 
LMA com mínima diferenciação  
LMA sem maturação 
LMA com maturação 
Leucemia mielomonocítica 
Leucemia monoblástica/monocítica 
Leucemia eritroide aguda 
Leucemia eritroide pura 
Eritroleucemia, eritroide/mieloide 
Leucemia megacarioblástica 
Leucemia basofílica 
Panmielose aguda com mielofibrose 
Sarcoma mieloide 
Proliferação mieloide relacionada com síndrome de Down 
Mielopoiese transitória anormal 
Leucemia mieloide associada com síndrome de Down 
Neoplasia de células blásticas dendríticas plasmocitoides 
Quadro 1: Classificação para as LMAs e neoplasias relacionadas. 
Fonte: Adaptado de Swerdlow et al. (2008). 
*Leucemia promielocítica aguda 
 
 
Segundo a classificação da OMS de 2008, as LLAs foram 
subdivididas em duas categorias: Leucemia/linfoma linfoblástica T 
(LLLA-T) e Leucemia/linfoma linfoblástica B (LLLA-B). Essa última 
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categoria foi subdivida em duas subcategorias, conforme consta no 
Quadro 2 (SWERDLOW et al., 2008). 
 
Leucemia/linfoma linfoblástica B associada a anormalidades 
genéticas recorrentes 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com t(9;22)(q34; 
q11.2); BCR-ABL1 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com t(v;11q23), 
rearranjo MLL 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com t(12;21)(p13; 
q22)TEL-AML1(ETV6Runx1) 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com hiperdiploidia 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com hipodiploidia 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com 
t(5;14)(q31,q32) IL3-CMI 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com 
t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1 
Leucemia/linfoma linfoblástica B, não categorizada nos itens 
anteriores 
Quadro 2: Classificação para as LLLA-B. 
Fonte: Adaptado de Swerdlow et al. (2008).  
 
 
1.1.2 Diagnóstico 
 
Os critérios de diagnóstico para a LA, segundo a classificação da 
OMS de 2008, envolvem a análise das características clínicas, os dados 
morfológicos, citoquímicos, imunofenotípicos e genéticos 
(SWERDLOW et al., 2008).  
 
 
1.1.2.1 Avaliação clínica 
 
Na avaliação clínica dos pacientes com LA, frequentemente 
podem ser encontrados sintomas, como: febre (relacionada com a 
susceptibilidade às infecções devido à neutropenia, ou até mesmo, a 
citocinas liberadas pelas células neoplásicas); fadiga e palidez 
(associadas à anemia); e desordens hemorrágicas, como sangramento 
gengival (provenientes da plaquetopenia). Esses achados estão 
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associados à proliferação descontrolada das células leucêmicas, 
ocorrendo uma inibição na produção das células sanguíneas normais, 
como os leucócitos, os eritrócitos e as plaquetas (BASSAN et al., 2004).  
 
 
1.1.2.2 Dados morfológicos 
 
Na classificação apresentada no Quadro 1, a LMA é determinada 
pela presença de 20% ou mais de mieloblastos no sangue periférico (SP) 
e/ou na MO. Porém, em alguns casos específicos, nos quais a LMA está 
associada a anormalidades genéticas recorrentes, como, por exemplo, 
leucemia promielocítica aguda (LPA) com t(15;17)(q22,q12) (Quadro 
1), o diagnóstico é feito independentemente da contagem de 
mieloblastos (SWERDLOW et al., 2008; WEINBERG et al., 2009). Em 
contrapartida, o diagnóstico da LLA é confirmado mediante a presença 
de 25% ou mais de linfoblastos na MO. No entanto, quando o paciente 
apresenta menos de 20% de linfoblastos na MO e nenhuma evidência de 
massa extramedular, mas apresenta associação com anormalidades 
genéticas recorrentes (Quadro 2), também é diagnosticado com LLA 
(VARDIMAN et al., 2009). 
 
 
1.1.2.3 Imunofenotipagem 
 
Apenas a análise morfológica por microscopia óptica não é 
suficiente para distinguir o blasto de origem linfoide do blasto de origem 
mieloide. Por essa razão, atualmente, a ferramenta para o correto 
diagnóstico e classificação da LA, a fim de determinar a linhagem dos 
blastos, é a análise multiparamétrica por citometria de fluxo 
(imunofenotipagem). Além disso, a partir da análise imunofenotípica, 
podem-se detectar perfis antigênicos aberrantes, assim como a 
existência de doença residual mínima (DRM). Entretanto, a 
determinação da porcentagem de blastos por esse método, ou seja, por 
meio da avaliação percentual de células CD34+ (marcador de célula 
imatura), não é substituinte da avaliação morfológica, pois nem todos os 
blastos leucêmicos expressam CD34 (VARDIMAN et al., 2009). 
A expressão de determinados marcadores celulares, como o 
CD34, o CD13, o CD33, entre outros, caracteriza o diagnóstico de LMA 
(Quadro 3) (DÖHNER et al., 2010). 
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Expressão dos marcadores  
Marcadores de células imaturas CD34, CD38, CD117, 
CD133, HLA-DR 
Marcadores granulocíticos CD13, CD15, CD16, 
CD33, CD65, MPOc 
Marcadores monocíticos CD11c, CD14, CD64, 
CD4, CD11b, CD36 
Marcadores megacariocíticos  CD41, CD61, CD42 
Marcadores eritroides CD235a 
Quadro 3: Expressão de marcadores citoplasmáticos e de superfície 
celular avaliados no diagnóstico de LMA. 
Fonte: Adaptado de Döhner et al. (2010). 
 
 
A LLA-B é caracterizada pela expressão de uma variedade de 
antígenos que incluem, entre outros: PAX-5, CD10, CD19, CD22c, 
CD22s, CD79, Ig (Quadro 4). Em algumas situações, o CD20, marcador 
de células maduras B, pode ser expresso parcialmente, fracamente ou 
ser totalmente negativo nos linfoblastos leucêmicos de LLA-B. Alguns 
marcadores de células progenitoras podem ser expressos nesses blastos 
leucêmicos, como o CD34 e TdT (SWERDLOW et al., 2008). A 
maioria dos casos de LLA-B pode apresentar expressão de um ou vários 
antígenos mieloides, na maioria das vezes CD13 e CD33; e mais 
raramente a expressão de CD11b e CD15 (ONCIU, 2009). Nessa 
direção, o European Group for the Immunological Characterization of 
Leukemias (EGIL) elaborou, utilizando como base o perfil 
imunofenotípico das células leucêmicas, uma classificação para LLA-B, 
na qual estabelece, de forma sintética, marcadores específicos para a 
diferenciação dos subtipos de LLA-B, como pode ser observado no 
Quadro 4 e no Quadro 5 (BÉNÉ et al., 1995).  
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 Expressão dos antígenos 
Classificação LLA-B CD79, CD19,  
CD22c, CD22s 
CD10 µc Ig* 
B-I (LLA pró-B) + - - - 
B-II (LLA B comum) + + - - 
B-III (LLA pré-B) + + + - 
B-IV (LLA B madura) + + + + 
Quadro 4: Classificação imunofenotípica das LLAs de linhagem B. 
Fonte: Adaptado Béné et al. (1995). 
* Ig – Imunoglobulina 
 
 
A expressão dos antígenos CD1a, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, 
CD8, CD34, HLA-DR e TDT é utilizada para determinar a LLA-T. O 
padrão de expressão de alguns desses antígenos é usado para 
subclassificar as LLA-T (Quadro 5) (BÉNÉ et al. 1995; SWERDLOW 
et al., 2008). 
 
 Expressão dos antígenos   
 
 
Subtipo 
LLA-T C
D
1a
 
CD
2 
CD
3c
 
CD
3s
 
CD
4 
CD
5 
CD
7 
CD
8 
CD
34
 
H
LA
-
D
R 
TD
T 
T-I 
(Pró-T) - - + - - - + - + + + 
T-II  
(Pré-T) - + + - - ± - - ± ± + 
T-III 
(Cortical T) + + + - ± ± + + - - + 
T-IV 
(Medular T) - + + + ± ± + ± - - + 
Quadro 5: Classificação imunofenotípica das LLAs de linhagem T. 
Fonte: Adaptado de Béné et al. (1995) e Swerdlow et al. (2008). 
 
 
Em algumas situações, a LLA-T pode apresentar negatividade 
para o TDT (FABER et al., 2000), assim como o HLA-DR e CD34, que 
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podem dificultar o diagnóstico das LLA-T. As células leucêmicas da 
LLA-T também podem expressar, de forma aberrante, antígenos 
mieloides, como CD11b, CD13, CD15 e CD33, e, raramente, o CD117 
(COUSTAN-SMITH et al., 2009). Certos imunofenótipos, como a 
ausência de expressão de CD1a e de CD8, marcação fraca para CD5 e 
positividade para CD117, CD34, HLA-DR, CD13, CD33 e CD11b, 
parecem estar associados a uma resposta desfavorável à terapia, 
inclusive com chances de recaída e falha na indução da remissão 
(ONCIU, 2009). 
 
 
1.1.2.4 Alterações cromossômicas 
 
Embora a maioria das anormalidades cromossômicas possa ser 
detectada por análise citogenética de rotina, em alguns casos, quando 
existem rearranjos submicroscópicos, são mais facilmente detectados 
pela transcrição reversa – reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) 
e/ou a hibridização in situ de fluorescência (FISH). Tais alterações 
podem ser exemplificadas como: a fusão FIP1L1-PDGFRA encontrada 
em algumas neoplasias mieloides associada com eosinofilia (COOLS et 
al., 2003); e a anormalidade ETV6-Runx1 que pode estar presente na 
LLA-B, que possui prognóstico relevante e deve sempre ser pesquisada 
em LLA-B infantil, bem como a presença de BCR-ABL em pacientes 
com LLA com qualquer idade (VARDIMAN et al., 2009). 
Nos dias atuais, as mutações genéticas são reconhecidas, cada vez 
mais, como importantes marcadores de prognóstico em neoplasias 
linfoides e mieloides. Essas mutações incluem, entre outras, as ocorridas 
nos genes NPM1, CEBPα, FLT3, Runx1, c-KIT e WT1 (VARDIMAN 
et al., 2009), para as LMAs; e nos genes FLT3, RAS, MLL, GATA1 e 
E2A, para as LLAs (STAVROPOULOU, BRAULT & SCHWALLER, 
2010). A descoberta de tais mutações genéticas foi crucial para a 
compreensão da leucemogênese, em muitos casos, com citogenética 
normal, dado que essas alterações interferem em fatores de transcrição 
celular, o que pode levar a uma maturação deficiente, além de favorecer 
a produção de proteínas envolvidas nas vias de transdução de sinal 
necessárias para a proliferação e/ou sobrevivência do clone neoplásico 
(FALINI et al.; 2005; MRÓZEK & BLOOMFIELD, 2006; FALINI et 
al., 2007; MRÓZEK et al., 2007; SCHLENK et al., 2008).   
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1.1.3 Prevalência 
 
A LA é uma doença que acomete os indivíduos independente da 
faixa etária, do gênero, da etnia e da categoria socioeconômica 
(HWANG et al., 2004). Em crianças, a LA mais frequente é a LLA, 
enquanto que pacientes adultos são mais acometidos pela LMA (PUI & 
EVANS, 2006). Os fatores etiológicos das LAs parecem ser diferentes 
em adultos e em crianças (LINABERY & ROSS, 2008). Acredita-se que 
não haja uma única causa para o surgimento da LA, mas, sim, uma 
combinação de fatores que envolvem a interação genética e a ambiental. 
Os principais fatores relacionados com o surgimento da LA em 
crianças são: predisposição genética; resposta desregulada aos agentes 
infecciosos (principalmente na LLA-B) e radiação ionizante durante o 
primeiro trimestre de gravidez, que pode levar às alterações 
cromossômicas intrauterinas (EDEN, 2010). Já em adultos, os possíveis 
fatores associados com a LA são relacionados à radiação ionizante e a 
determinados produtos químicos, como benzeno e agentes citotóxicos, 
principalmente para a LMA (SWERDLOW et al., 2008).   
 
 
1.1.4 Tratamento 
 
Os protocolos de tratamento para LA resultam, hoje, em taxas de 
sobrevivência maiores que 80% em pacientes pediátricos com LLA, 
enquanto menos da metade das crianças com LMA são curadas (PUI & 
EVANS, 2006). Em adultos, embora os índices de remissão em casos de 
LMA sejam na ordem de 50 a 80%, a maioria desses pacientes sofre 
recidiva, o que resulta em elevadas taxas de mortalidade (SHIPLEY & 
BUTERA, 2009). Esse contexto torna necessárias novas estratégias de 
tratamento, não apenas para melhorar a sobrevida, mas também a 
qualidade de vida desses pacientes. Uma das estratégias atuais de terapia 
é avaliar o prognóstico do paciente com o intuito de determinar qual a 
melhor protocolo terapêutico que deve ser administrado. Cabe destacar 
que novos tratamentos oncológicos, ainda em estudos, são 
fundamentados nas recentes alterações genéticas descobertas, pois estão 
intimamente ligadas ao prognóstico (STAVROPOULOU, BRAULT & 
SCHWALLER, 2010). 
Desse modo, vê-se a importância dos estudos que pesquisam 
mutações moleculares nos pacientes com LA, com o intuito de 
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considerar tais alterações para instituição de protocolo terapêutico 
diferenciado para cada paciente (NCCN, 2009). 
 
 
1.1.5 Fatores prognósticos  
 
Segundo os critérios atuais de diagnóstico da OMS para LA, as 
alterações citogenéticas e moleculares são os principais fatores para 
avaliação do prognóstico de LMA e de LLA. Além disso, a expressão de 
alguns antígenos é preditiva para o prognóstico, como, por exemplo, a 
expressão de CD56 em pacientes com LPA está associada ao 
desenvolvimento de sarcoma granulocítico, o que a caracteriza como de 
prognóstico desfavorável (TALLMAN et al., 1993). 
 Atualmente, a idade do paciente e a citogenética, no momento do 
diagnóstico, são considerados os dois principais fatores para avaliação 
do prognóstico (FRÖHLING et al., 2006). Outros fatores importantes 
incluem: leucemia relacionada à terapia ou desordens hematológicas 
antecedentes; falha na resposta na primeira indução à terapia; e elevada 
carga tumoral ao diagnóstico, conforme determinação pela contagem de 
leucócitos e pelos níveis de lactato desidrogenase (LDH) (STONE, 
2009).  
 
 
1.1.5.1 Idade 
 
Em geral, pacientes com idade avançada estão associados a um 
prognóstico desfavorável para a LMA (HEINEMANN & JEHN, 1991). 
Os pacientes com idade superior a 60 anos, quando comparados aos com 
idade inferior a essa, têm menores taxas de resposta à primeira indução 
do tratamento, maiores índices de mortalidade, menor sobrevida livre de 
doença (SLD) e menor sobrevida global (SG). Ademais, os pacientes 
mais idosos tendem a ter mais comorbidades (STONE, 2009), alta 
frequência de alterações citogenéticas desfavoráveis e níveis 
significativos de proteína de resistência a múltiplas drogas (MDR) 
(STONE, 2009; SMITH, HILLS & GRIMWADE, 2011). 
Para as LLAs, a idade inferior a seis meses (PIETERS et al., 
2007) ou superior a 60 anos, é descrita com indicativo de prognóstico 
desfavorável (ROWE, 2010). 
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1.1.5.2 Leucometria 
 
A contagem de leucócitos no momento do diagnóstico é um fator 
de prognóstico relevante para todos os pacientes com LA (ROWE et al., 
2005). É considerado como de prognóstico desfavorável a leucometria 
superior a 30.000/mm3 para pacientes com LLA-B; a 100.000/mm3 para 
LLA-T (HUNAULT et al., 2004; ROWE et al., 2005; ROWE, 2010); e a 
10.000/mm3 para pacientes com LMA (SANTAMARIA et al., 2008). 
 
 
1.1.5.3 Cariótipo 
 
Várias anormalidades cromossômicas estão presentes na LA, o 
que a caracteriza como uma doença altamente heterogênea. Estudos em 
pacientes jovens com LMA demonstram que 45% deles possuem 
cariótipo normal e apresentam taxa de SG de cinco anos 
(BLOOMFIELD et al., 1998; GRIMWADE et al., 1998). Stone (2009) 
relata que em torno de 15% dos pacientes com LMA possuem 
anormalidade cariotípica favorável, como as que envolvem o 
cromossomo 15 e 17 [t(15, 17)] ou inv(16), dos quais 65% apresentam  
taxas de sobrevida de cinco anos. Outros 15% têm características de 
prognóstico desfavorável – deleção do cromossomo 7, deleção do 5q ou 
mais de três anormalidades cromossômicas – com taxa de sobrevida em 
cinco anos entre 10% a 15%. Algumas outras alterações cromossômicas 
– trissomia 8, 11q23 e trissomia 21 – e o cariótipo normal fazem parte 
do grupo que apresenta prognóstico intermediário (STONE, 2009).  
O Quadro 6 permite observar que a classificação dos grupos de 
risco é variável de acordo com os centros de pesquisa que os 
determinam. Como pode ser visto nessa tabela, Marcucci et al. (2005) 
consideram pacientes com del(7q) de risco intermediário, enquanto a 
mesma deleção, segundo o grupo de Slovak et al. (2000),  se enquadra 
na categoria de risco desfavorável. O mesmo ocorre com a del(5q), que 
é descrita, por Grimwade et al. (1998), como risco desfavorável e, por 
Marcucci et al. (2005), como risco intermediário. Essa variação na 
classificação dos grupos de risco é indicativo de que a estratificação do 
grau de risco embasada nas anormalidades cromossômicas torna-se 
difícil, além de que nem todos os pacientes com LMA apresentam 
alterações citogenéticas (STOVE, 2009).  
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Categoria de 
Risco 
Grimwade et al. 
(1998) 
Slovak et al.            
(2000) 
Marcucci et 
al. (2005) 
Favorável inv(16) 
 
t(16;16) 
t(8;21) 
 
t(15;17) 
inv(16) 
del(16q) 
t(16;16) 
t(8;21) sem 
del(9q) ou 
cariótipo 
complexo 
t(15;17) 
inv(16) 
del(9q) 
t(16;16) 
t(8;21) 
 
Intermediário Cariótipo normal 
 
+21 
+22 
abn(11q23) 
 
del(7q) 
del(9q) 
Trissomia 8 
Todas as outras 
anormalidades 
Cariótipo 
normal 
-Y 
 
 
del(12p) 
Trissomia 6 
 
 
Trisomia 8 
 
Cariótipo 
normal 
-Y 
+21 
+11 
+13 
del(5q) 
del(7q) 
del(11q) 
t(9;11) 
Desfavorável -5 
-7 
abn(3q) 
 
 
 
 
 
del(5q) 
≥ 5 aberrações 
-5 
-7 
abn(3q) 
abn(9q) 
abn(11q) 
abn(17p) 
abn(20q) 
abn(21q) 
del(5q) 
del(7q) 
t(6;9) 
t(9;22) 
-7 
+8 ou outra 
adição 
inv(3) 
t(3;3) 
t(11;19) 
t(6;11) 
 
 
≥ 3 
aberrações 
t(6;9) 
Quadro 6: Classificação do prognóstico baseado no grau de risco 
conforme as anormalidades cariotípicas presentes na LMA, segundo 
Grimwade et al. (1998), Slovak et al. (2000) e Marcucci et al. (2005). 
Fonte: Adaptado de Stone (2009).  
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A exemplo do que ocorre com as alterações cromossômicas 
presentes em LLAs, dependendo do grupo que investiga tais 
anormalidades, essas podem ser associadas aos grupos de prognóstico 
favorável ou intermediário. A t(1;19), por exemplo, pelo grupo de 
Szczepański, Harrison e Van Dongen (2010), é considerada como de 
prognóstico favorável e, pelo grupo de Pullarkat et al. (2008), de 
prognóstico desfavorável. As outras anormalidades associadas ao 
prognóstico das LLAs, de acordo com a citogenética, estão 
representadas no Quadro 7.    
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Categoria de 
Risco 
Pullarkat et 
al. (2008) 
Rowe                
(2010) 
Szczepański, 
Harrison e 
Van Dongen 
(2010) 
Favorável Alta 
hiperdiploidia 
(51-65 
crom.*) 
Alta 
hiperdiploidia  
(51-65 crom.*) 
del(9p) 
Alta 
hiperdiploidia 
(51-65 
crom.*) 
t(1;19) 
Intermediário Cariótipo 
normal 
del(9p) 
Rearranjo 
MLL 
t(10;11) 
Baixa 
hiperploidia 
(47-50 
crom.*) 
Tetraploidia 
(>80) 
Outras 
alterações 
 Cariótipo 
normal 
 
Rearranjo 
MLL 
t(10;11) 
 
Desfavorável Cariótipo 
complexo 
t(1;19) 
t(4;11) 
t(8;14) 
Baixa 
hipodiploidia 
(30-39 
crom.*) 
Cariótipo 
complexo 
t(9;22) 
t(4;11) 
t(8;14) 
Baixa 
hipodiploidia 
Cariótipo 
complexo 
t(9;22) 
 
 
 
 
Hipodiploidia 
(≤44 crom.*) 
Quadro 7: Classificação do prognóstico baseado no grau de risco 
conforme as anormalidades cariotípicas presentes nas LLAs, segundo 
diferentes grupos de pesquisa. 
Fonte: Adaptado de Pullarkat et al. (2008), Rowe (2010), Szczepański, 
Harrison e Van Dongen (2010). 
* Crom. – cromossomos 
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1.1.5.4 Marcadores imunofenotípicos relacionados com anormalidades 
citogenéticas 
 
Como já descrito anteriormente, a imunofenotipagem é uma 
importante ferramenta para classificação das LAs (DIGIUSEPPE, 
2007). Além disso, o conhecimento de determinados marcadores 
imunofenotípicos indica certas alterações citogenéticas que auxiliam na 
determinação do prognóstico (CRAIG & FOON, 2008).  
A LMA com t(8;21)(q22,q22) frequentemente expressa o CD19 
e, às vezes, o TdT (KUSSICK et al., 2004) ou outros marcadores 
linfoides, como o CD7 e o CD56 (KITA et al., 1992; BAER et al., 
1997), além de apresentar a expressão para marcadores de células 
precursoras (CD34, CD117 e HLA-DR) (FAN et al., 2010). Entretanto, 
os pacientes com LMA que possuem a inv(16) muitas vezes expressam 
o CD2, marcador de linhagem T (ADRIAANSEN et al., 1993). Por 
outro lado, indivíduos com LPA com t(15;17)(q22,q12) comumente 
apresentam os fenótipos CD34 e HLA-DR negativos ou parcialmente 
positivos; CD11b e CD15 negativos; CD13 heterogêneo; e CD117 e 
CD33 positivos. Contudo, a negatividade de CD34 e HLA-DR possui 
relação com o cariótipo normal em pacientes com LMA, além de existir 
uma associação desse perfil imunofenotípico com a mutação no gene 
FLT3 do tipo duplicação interna em tandem (DIT) (KUSSICK et al., 
2004). Os pacientes que possuem mutação no gene NPM1 geralmente 
têm alta expressão de CD33, porém com ausência ou baixa expressão de 
CD34 (FALINI et al., 2005).  
Em pacientes com LLA-B, a marcação positiva para CD9, CD10 
e CD19 e a marcação negativa para CD20 e CD34 são tipicamente 
associadas à presença da t(1;19)(q23;p13) (BOROWITZ et al., 1993). Já 
a t(4;11)(q21,q23) é frequentemente encontrada em LLA-B, com 
negatividade para CD10 e CD24 e positividade para CD15 
(DIGIUSEPPE, 2007).   
Cabe salientar que, mesmo diante das informações de que os 
perfis imunofenotípicos possam ter associação com anormalidades 
citogenéticas presentes em LA, a imunofenotipagem não substitui a 
pesquisa das mesmas (CRAIG & FOON, 2008). 
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1.1.5.5 Marcadores moleculares 
 
Existem algumas anormalidades citogenéticas que são 
classificadas como de risco favorável, como, por exemplo, a inv(16). 
Porém, a presença de determinadas mutações genéticas, como no gene 
c-KIT, pode anular as características de cariótipo favorável existente 
(PASCHKA et al., 2006). Isso explica o porquê da heterogeneidade 
existente na classificação dos grupos de risco baseada nos critérios 
citogenéticos. Da mesma forma, há uma variabilidade entre os pacientes 
com cariótipo normal que apresentam determinadas mutações que 
conferem a eles prognóstico favorável e entre aqueles com cariótipo 
normal cujas mutações lhes atribuem um prognóstico desfavorável 
(Quadro 8) (FRÖHLING et al., 2005; MRÓZEK & BLOOMFIELD, 
2006; MRÓZEK et al., 2007). 
 
Impacto para 
o paciente 
Anormalidade 
molecular 
Efeito no prognóstico 
Desfavorável Mutação FLT3-DIT            
                                 
Duplicação parcial 
em tandem MLL  
Superexpressão 
BAALC 
DRC*, SG e SLD 
significativamente curta   
DRC, SG e SLD 
significativamente curta   
SG significativamente 
curta e maior incidência 
cumulativa de recaída 
Favorável Mutação CEBPα 
Mutação NPM1 
(FLT3-DIT 
negativo) 
DRC e SG 
significativamente longa 
SG, SLD e SLR** 
significativamente melhor 
Quadro 8: Influência das mutações moleculares no prognóstico de 
pacientes com LMA. 
Fonte: Adaptado de Fröhling et al. (2005), Mrózek e Bloomfield (2006), 
Mrózek et al. (2007) e Stone (2009).  
*DRC – duração da remissão completa; **SLR – sobrevida livre de 
recidiva 
 
 
De acordo com o Quadro 8, os pacientes com LMA que possuem 
a mutação FLT3-DIT ou a duplicação parcial em tandem MLL (DPT-
MLL) apresentam DRC, SG e SLD significativamente curtas, o que 
confere a esses indivíduos um prognóstico desfavorável (STONE, 
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2009). Entretanto, pacientes com a mutação no gene CEBPα 
(PREUDHOMME et al., 2002) ou no gene NPM1 (com FLT3-DIT 
negativo) (DÖHNER et al., 2002) tendem a ter resultados favoráveis, 
incluindo a SG. Desse modo, as mutações nos genes CEBPα, FLT3-DIT 
e NPM1 estão estabelecidas como fatores de prognóstico, e sua 
investigação é recomendada para todos os pacientes com LMA com 
citogenética normal, como está representado na Figura 1 (SWERDLOW 
et al., 2008; DÖHNER et al., 2010). 
 
Grupo de risco baseado na 
citogenética 
Recomendações 
moleculares 
Favorável 
t(8;21) 
inv(16) 
t(16;16) 
 
 
c-KIT 
Intermediário 
Cariótipo normal 
Anormalidades não 
recorrentes 
 
NPM1 
CEBPα 
FLT3-DIT 
Desfavorável 
t(6;9) 
t(6;11) 
 
Figura 1: Recomendações moleculares para pacientes com LMA 
conforme a estratificação de risco 
Fonte: Adaptada de Betz e Hess (2010). 
 
 
As mutações nos genes CEBPα, FLT3-DIT e NPM1 geralmente 
acometem genes envolvidos nas principais vias que regulam a 
proliferação, a diferenciação e/ou a sobrevivência celular. Tais 
descobertas foram importantes para a compreensão da leucemogênese e, 
a partir disso, essas mutações foram divididas em duas classes: 
mutações de classe I e mutações de classe II (KELLY & GILLILAND, 
2002).  As mutações da classe I (FLT3, c-KIT, N-RAS/K-RAS e 
PTPN11) conferem vantagem de sobrevivência e de proliferação celular 
e frequentemente estão envolvidas com vias de sinalização dependente 
de quinase. Por outro lado, as mutações da classe II (CEBPA; NPM1; e 
as inversões e translocações cromossômicas recorrentes) prejudicam a 
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diferenciação, principalmente a mieloide, na qual afetam genes 
envolvidos na regulação da transcrição (BETZ & HESS, 2010).  
O Quadro 9 mostra o significado prognóstico de algumas 
alterações genéticas, como a mutação no gene FLT3, do tipo DIT, que 
está estabelecida como de prognóstico desfavorável (SWERDLOW et 
al., 2008; BETZ & HESS, 2010; DÖHNER et al., 2010). Já as mutações 
no gene NPM1 (DÖHNER et al., 2005) e no gene CEBPα 
(PREUDHOMME et al., 2002) possuem prognóstico favorável. Quanto 
às mutações no gene c-KIT (CARE et al.; 2003), cuja investigação 
clínica é opcional, são consideradas de prognóstico desfavorável 
(Quadro 9). No que se refere às mutações no gene WT1, à DPT-MLL, à 
mutação pontual no gene FLT3 (SWERDLOW et al., 2008; DÖHNER 
et al., 2010) e a superexpressão de ERG (MARCUCCI et al., 2005) e 
BAALC (LANGER et al., 2008), essas não têm relevância prognóstica 
no contexto das terapias atuais ou ainda não possuem elucidado seu 
significado clínico-patológico, sendo, por isso, necessárias mais 
investigações para o correto esclarecimento do prognóstico (Quadro 9) 
(SWERDLOW et al., 2008; STONE et al., 2009; BETZ e HESS, 2010; 
DÖHNER et al., 2010) 
 
 Investigação clínica 
Classificação das 
mutações 
Recomendado Opcional Em 
investigação 
Mutações                       
favoráveis 
NPM1 
CEBPα 
 
  
Mutações                 
desfavoráveis 
FLT3-DIT c-KIT DPT-MLL 
WT1 
FLT3-TKD 
 
Superexpressão 
desfavorável 
  BAALC 
ERG 
Quadro 9: Marcadores moleculares no prognóstico da LMA. 
Fonte: Adaptado de Betz e Hess (2010). 
 
 
As mutações que ocorrem em pacientes com LMA apresentam 
diferentes frequências. A mutação no gene NPM1 é a mutação mais 
comum, ocorrendo em mais de 50% dos pacientes, seguida da mutação 
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no gene FLT3 do tipo DIT, que ocorre em cerca de 30% (SCHLENK et 
al., 2008). No entanto, vale lembrar que os pacientes podem apresentar 
mais de uma mutação. Um paciente, por exemplo, pode ter a mutação no 
gene NPM1 juntamente com a mutação no gene FLT3 do tipo DIT. A 
importância das combinações das mutações em pacientes com LMA 
ainda é um pouco desconhecida (STONE, 2009). 
Os marcadores moleculares na LLA, assim como na LMA, 
também são identificados como fatores responsáveis pela 
leucemogênese (Quadro 10) (ROWE, 2010).  
 
 Significância estabelecida Significância emergente 
LLA-B BCR-ABL BAALC 
IKAROS 
LLA-T  NOTCH1 
BAALC 
Quadro 10: Marcadores moleculares significativos no prognóstico de 
LLA. 
Fonte: Adaptado de Rowe (2010). 
 
 
Um dos marcadores moleculares mais comuns na LLA-T, que 
ocorre em torno de 50% dos pacientes, é a mutação ativadora de 
NOTCH1 (WENG et al., 2004). Esse gene codifica receptores 
transmembrana que são importantes no desenvolvimento de células T 
normais (MANSOUR et al., 2006; SCHNAPP, 2009); porém, as 
implicações prognósticas de mutações no gene NOTCH1 ainda são 
incertas (LEWIS et al. 2007; MANSOUR et al., 2009).   
As mutações no gene BAALC têm demonstrado associação a um 
prognóstico desfavorável (BALDUS et al., 2007) e, recentemente, um 
grupo de pesquisadores informou que mutações em BAALC também 
estão relacionadas com LLA-B e que igualmente possuem prognóstico 
desfavorável (KÜHNL et al., 2010).  
 
 
1.1.5.5.1 Mutações no gene FLT3 
 
FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) é um receptor de membrana 
tirosina-quinase (RTQ) relacionado com a via intrínseca de sinalização 
celular e composto por um domínio extracelular (DE), um domínio 
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justamembrana (JM) formado por dímeros intracelulares altamente 
conservados de domínios tirosina-quinases. Esse receptor pertence à 
subfamília de classe III dos RTQs, que incluem membros de estrutura 
semelhante, tais como: os receptores c-FMS, c-KIT e PDGF 
(GABBIANELLI et al., 1995; ROSNET et al., 1996). 
 Fisiologicamente, o receptor FLT3 encontra-se na forma não-
fosforilada, com o domínio quinase inativo. Após a interação do ligante 
(FL) com o receptor, este sofre mudança conformacional, o que permite 
a sua dimerização e a ativação da enzima tirosina-quinase, com isso 
ocorrendo a fosforilação dos domínios intracelulares. Quando o receptor 
FLT3 é ativado, algumas proteínas citoplasmáticas que com ele 
interagem são recrutadas e formam interações intracelulares 
caracterizadas por um complexo proteína-proteína, como as proteínas 
SHC, GRB2, SHIP, CBL e CBLB (ZHANG & BROXMEYER, 2000). 
A ligação dessas proteínas ao complexo resulta em uma cascata de 
reações que culmina com a ativação da fosforilação de mediadores 
secundários, como, por exemplo, MAPK, STAT e AKT/PI3K. Quando 
tais mediadores são ativados, e conforme o sinal que é enviado para o 
núcleo, desencadeia-se uma série de eventos, como a regulação da 
apoptose, da proliferação, de sobrevivência e da diferenciação celular 
(Figura 2) (MESHINCHI & APPELBAUM, 2009).  
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Figura 2: Vias de transdução de sinal do receptor FLT3 
Fonte: Adaptada de Meshinchi e Appelbaum (2009). 
 
 
O receptor FLT3 desempenha um papel importante na 
hematopoiese fisiológica, devido à expressão que possui em células 
hematopoiéticas imaturas e no desenvolvimento de células-tronco 
(RUSTEN et al., 1996; SHAH et al., 1996). Dados de estudos in vitro 
com modelos murinos knockout para FLT3 confirmam tal importância 
na hematopoiese normal, especialmente em momentos de estresse 
hematopoiético (MACKAREHTSCHIAN et al., 1995; RUSTEN et al., 
1996). 
Quando o gene FLT3 sofre mutação, dá origem a um produto 
final modificado, ou seja, gera um receptor com alterações estruturais. 
As mutações mais comuns encontradas no gene FLT3 são de dois tipos: 
DIT e mutações pontuais (REINDL et al., 2006). No gene FLT3, as 
DITs resultam de uma duplicação de segmentos na região codificadora 
do domínio JM (codificada pelo éxon 14 e 15). Estudos in vitro 
demonstraram que as DIT promovem a dimerização do receptor 
independente do ligante, o que leva à própria autonomia de fosforilação 
e ativação do receptor, desse modo, ocorrendo proliferação celular 
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independente da ativação das vias de sinalização celular (HAYAKAWA 
et al.; 2000; STIREWALT & RADICH, 2003).  
O mecanismo específico pelo qual a DIT no gene FLT3 leva à 
dimerização autônoma é desconhecido, porém suspeita-se que, 
fisiologicamente, o domínio JM atue como um regulador negativo, o 
que evita a ativação do receptor e o mantém em estado autoinibido. A 
análise da estrutura tridimensional do receptor FLT3 sugere que a 
duplicação do domínio JM possa prejudicar o bloqueio natural que 
normalmente impede a dimerização autônoma (HIROTA et al., 1998; 
GILLE et al., 2000). Provavelmente, a dimerização dos receptores com 
DIT no gene FLT3 sofrem mudanças estruturais que expõem os sítios de 
fosforilação dos domínios de tirosina-quinase e promovem a 
autofosforilação (GRIFFITH et al., 2004). Desse modo, as DITs em 
FLT3 promovem a proliferação celular por meio da ativação de várias 
vias de sinalização celular, como RAS/MAPK, STAT e AKT/PI3 
(MIZUKI et al., 2000).  
A DIT no gene FLT3, que é uma das mutações mais comuns em 
doenças hematológicas malignas, ocorre em leucemia mieloide crônica 
(LMC) (5-10%), em síndrome mielodisplásica (5-10%), em LMA (15-
35%) (KIYOI et al., 1999; KOTTARIDIS et al., 2001; GALE et al., 
2007) e em LLA (5-10%) (KOTTARIDIS et al., 2001). A prevalência 
da DIT é altamente dependente da idade, aumentando com o avanço da 
mesma, bem como é descrita como rara na LMA infantil; assim, em 
pacientes de 5 a 10 anos, o acometimento é de 5% a 10%; em adultos 
jovens, de 20%; e em pacientes com mais de 55 anos e com LMA, as 
taxas são maiores de 35% (MESHINCHI et al., 2006). A mutação 
FLT3-DIT ocorre frequentemente em pacientes com LPA com t(15;17) 
(KOTTARIDIS et al., 2001; MOTYCKOVA & STONE, 2010). Além 
disso, a literatura descreve que as mutações FLT3-DIT em pacientes 
com LMA estão associadas à presença de leucocitose e a maior 
porcentagem de blastos (MRÓZEK et al., 2007; MOTYCKOVA & 
STONE, 2010).  
Em um estudo com 854 pacientes que apresentavam LMA, os 
pesquisadores determinaram que a presença da mutação FLT3-DIT teve 
impacto negativo em longo prazo e que os pacientes que tinham a 
mutação tiveram mais chance de recidiva em cinco anos, quando 
comparados com aqueles sem a mutação (64% versus 44%) 
(KOTTARIDIS et al., 2001). Segundo esses pesquisadores, a SLD 
também foi bastante prejudicada, 30% permaneceram livres de doença 
em cinco anos, e, nos pacientes sem a mutação, a porcentagem foi de 
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46%. Ademais, no final de cinco anos, o número de pacientes vivos com 
a mutação FLT3-DIT foi menor (32% versus 44%). Ainda nesse estudo, 
foram comparados dois grupos: um com a presença da mutação no gene 
FLT3-DIT e citogenética desfavorável; e o outro com citogenética 
desfavorável, mas com ausência da mutação FLT3-DIT.  O primeiro 
grupo apresentou taxa de recaída de 100% em dois anos e o segundo, de 
78% em cinco anos. Isso demonstra que a mutação no gene FLT3 possui 
um significativo impacto sobre os pacientes com LMA (KOTTARIDIS 
et al., 2001). Essas conclusões também foram encontradas por outros 
grupos de pesquisadores (KIYOI et al., 1999; FRÖHLING et al., 2002; 
SCHNITTGER et al., 2002; MORENO et al., 2003; SHEIKHHA et al., 
2003; CIOLLI et al., 2004; CLOOS et al., 2006). Tais estudos permitem 
afirmar que a DIT no gene FLT3 em pacientes com LMA estão 
associadas a um prognóstico desfavorável (YANADA et al., 2005; 
MEAD et al., 2007). Outros estudos confirmaram que a presença de 
FLT3-DIT é um fator de prognóstico independente que contribui para 
recidiva e prognóstico desfavorável na LMA (KOTTARIDIS et al., 
2001; SCHNITTGER et al., 2002).  
As mutações pontuais no gene FLT3, também conhecidas como 
FLT3-TKD, são encontradas no éxon 20 e atingem a alça de ativação do 
receptor FLT3 (THIEDE et al., 2002; MESHINCHI et al., 2006). Na 
maioria das LMAs com FLT3-TKD, a mutação acomete o códon 835, 
com mudança de ácido aspártico por tirosina (D835). Assim, essas 
mutações também são descritas como FLT3-D835. No entanto, outras 
mutações, exclusões e inserções no códon D835 e ao redor dos códons 
têm sido descritas (THIEDE et al., 2002; SPIEKERMANN et al., 2002). 
Tal mutação promove autofosforilação do receptor, o que leva à 
proliferação celular independente de ligante, semelhante ao que 
acontece na mutação FLT3-DIT (HAYAKAWA et al., 2000; KIYOI et 
al. , 2002).   
A mutação FLT3-D835 é encontrada em células neoplásicas de 
pacientes com LMC (1%), LLA (1-3%), SMD (2-5%) e LMA (5-10%) 
(THIEDE et al., 2002; MESHINCHI et al., 2006). Raramente os 
pacientes apresentam as duas mutações no gene FLT3 (CHEN et al., 
2005). Diferente da DIT, a FLT3-D835 acomete pacientes de todas as 
faixas etárias (MESHINCHI et al., 2006), porém ainda é controverso o 
prognóstico de pacientes que apresentam a mutação pontual no gene 
FLT3 (YANADA et al., 2005; MEAD et al., 2007). Diferente da 
mutação FLT3-DIT, estudos mostraram que a presença de FLT3-D835 
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não está associada com leucocitose (CHOUDHARY et al., 2005; 
GRUNDLER et al., 2005).  
Como já citado, quando o receptor FLT3 sofre mutação, fica 
permanentemente ativado, o que estimula as vias de sinalização celular e 
afeta a sobrevivência e proliferação celular (KOTTARIDIS et al., 2001; 
MARKOVIC et al., 2005). Nesse sentido, futuros alvos terapêuticos 
podem ser investigados, como, por exemplo, na inibição do receptor 
FLT3, juntamente com as vias de AKT e STAT5 (STONE, 2009).  
Mediante esses conhecimentos, têm surgido novas terapias para 
LMA, baseadas na presença ou ausência das mutações no gene FLT3 e 
no gene NPM1. Além disso, nos casos de resistência das células 
leucêmicas à terapia, é fundamental o acompanhamento da persistência 
ou não dos clones com essas mutações, uma vez que as cópias 
resistentes à quimioterapia podem apresentar vantagem proliferativa. 
Assim, a estratificação do prognóstico é de extrema importância para o 
paciente, pois contribui para a escolha adequada de qual protocolo 
terapêutico deve ser utilizado (NCCN, 2009). 
Na literatura alguns estudos clínicos, em fase I e II (SHAH & 
AGARWAL, 2008) e em fase III (OHTAKE, 2007), investigam os 
benefícios da utilização dos inibidores de FLT3 em pacientes portadores 
de mutações no gene FLT3.  Esses resultados mostram a importância da 
investigação das mutações no gene FLT3 para a estratificação e 
avaliação de prognóstico na LA, pois a presença dessas mutações 
implica na escolha da conduta terapêutica (NCCN, 2009). 
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OBJETIVO GERAL 
 
Investigar a importância das mutações no gene FLT3 (duplicação 
interna em tandem – DIT – e mutação pontual D835) como marcadores 
moleculares para o prognóstico de pacientes com suspeita clínica de LA, 
antes da primeira terapia.  
 
Objetivos específicos 
 
• Padronizar a metodologia da Reação em Cadeia da Polimerase 
(PCR) para a detecção da DIT no gene FLT3; 
• Padronizar a metodologia de restriction fragment lenght 
polymorphism (RFLP) para a detecção da mutação D835 no 
gene FLT3; 
• Aplicar as metodologias padronizadas na investigação das 
mutações DIT e D835 no gene FLT3 em pacientes com 
diagnóstico de LA, antes da primeira terapia; 
• Associar a presença das mutações no gene FLT3 com outros 
fatores prognósticos, como: a idade, a leucometria, os níveis de 
LDH, a expressão de CD34 e as translocações antes da primeira 
terapia;  
• Associar a presença das mutações no gene FLT3 (DIT e 
mutação pontual D835) com o gênero e a porcentagem de 
blastos antes da primeira terapia; 
• Associar a presença das mutações no gene FLT3 com a 
ausência ou a presença de remissão, como também se esses 
pacientes com as mutações no gene FLT3 foram ou não a óbito. 
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2.1 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS DOS PACIENTES COM 
DIAGNÓSTICO DE LA 
 
Obtiveram-se as amostras de MO ou SP de pacientes com 
suspeita clínica de LA, antes do primeiro tratamento, atendidos pelo 
Serviço de Hematologia do Hospital Universitário da Universidade 
Federal de Santa Catarina (HU-UFSC) e pelo Serviço de Oncologia do 
Hospital Infantil Joana de Gusmão (HIJG), ambos situados em 
Florianópolis, Santa Catarina, no período de janeiro de 2009 a dezembro 
de 2010. Em todos os casos, colheram-se as amostras de MO e SP com 
EDTA, após a assinatura do Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido (TCLE), conforme o Comitê de Ética de Pesquisa em Seres 
Humanos da UFSC (212/2009; Anexo 1) e do HIJG (075/2008; Anexo 
2). Os pacientes menores de 18 anos, o responsável legal foi responsável 
pela assinatura do TCLE. Em seguida, se fez o encaminhamento das 
amostras ao Laboratório de Oncologia Experimental e Hemopatias 
(LOEH).  
Durante o período do estudo, encaminharam-se para o LOEH 69 
amostras com suspeita clínica de LA. Das 74 amostras, três a suspeita 
clínica de LA não se confirmou, cinco amostras seus respectivos 
prontuários não foram localizados e 11 amostras eram de pacientes com 
recidiva. Sendo assim, 55 amostras de pacientes com diagnóstico de LA 
foram submetidas à investigação das mutações no gene FLT3. 
 
 
2.2 EXTRAÇÃO DE DNA 
 
Realizou-se a extração de ácido desoxirribonucléico (DNA) com 
isotiocianato de guanidina 5M (Sigma) livre de fenol. Para isso, 
adicionaram-se 200 µL de SP em 1 mL de solução de isotiocianato de 
guanidina 5M. Após a adição da solução de isotiocianato de guanidina 
5M, fez-se a homogeneização da amostra por inversão durante 15 
segundos, bem como a incubação over night à temperatura ambiente sob 
agitação contínua. Após incubação, adicionaram-se 50 µL de solução de 
dióxido de sílica acidificada (Sigma) e se homogeneizou o tubo por 
inversão durante 5 minutos. Centrifugou-se a amostra a 1000 x g por 1 
minuto à temperatura ambiente e se descartou o sobrenadante. 
Posteriormente, adicionaram-se 500 µL de solução de lavagem de 
isotiocianato de guanidina à sílica e novamente se centrifugou o tubo a 
1000 x g por 1 minuto à temperatura ambiente. Descartou-se o 
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sobrenadante e se realizou mais uma lavação com solução de lavagem 
de isotiocianato de guanidina 5M. Na sequência, lavou-se a sílica duas 
vezes com 500µL de etanol 70% (Merck, Darmstadt, Germany) e, após 
cada lavagem, se fez a centrifugação da mesma a 1000 x g por 1 minuto 
à temperatura ambiente. Realizou-se, então, uma última lavagem com 
500 µL de acetona (Merck, Darmstadt, Germany), com posterior 
secagem em banho seco por 10 minutos a 56ºC. Quando a sílica estava 
seca, se fez a reidratação da mesma com 25 µL de água tratada com 
dietil pirocarbonato (DEPC) (Sigma-Aldritch, St. Louis, USA), como 
também a incubação por 10 minutos a 56ºC sob agitação. Após esse 
tempo, centrifugou-se o tubo a 2600 x g por 5 minutos e transferiu-se o 
sobrenadante contendo o DNA para um tubo de 0,6 mL. 
 
 
2.3 PADRONIZAÇÃO DA PCR PARA A DETECÇÃO DA DIT NO 
GENE FLT3 
 
Os pares de oligonucleotídeos iniciadores (primers) utilizados 
para amplificação dos éxons 14 e 15 do gene FLT3 foram previamente 
descritos por Meshinchi et al. (2001) (Quadro 11). Na etapa de 
padronização da PCR utilizaram-se diferentes concentrações de MgCL2, 
desorribonuleotídeo trifosfatado (dNTP) e dos oligonucleotídeos 
iniciadores. Após essa padronização amplificaram-se 100 ng de DNA 
com reagentes da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), num volume final de 
50 µL que continha os seguintes volumes e concentrações finais 
correspondentes: 5 µL de tampão 10X concentrado para Taq-DNA 
polimerase (10 mM Tris-HCl, pH 8,4; 50 mM KCl); 1,5 µL de MgCL2 
(1,5 mM); 0,4 µL de dNTP mix (200 µM de cada); 2,0 µL de cada 
oligonucleotídeo iniciador (0,4 µM), 0,25 µL Taq-DNA polimerase 
(recombinant) (1,25 U/µL); e água ultrapura para completar o volume 
final da reação. 
 
Tipo de iniciador  
senso 5’- GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-
3’ 
antissenso 5’- CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-
3’ 
Quadro 11: Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados 
para a detecção da DIT no gene FLT3. 
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Amplificou-se a PCR em termociclador Eppendorf, modelo 
Mastercycle Personal. A amplificação consistiu de incubação inicial de 
94ºC por 3 minutos seguidos de 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 
segundos, ligação dos iniciadores a 61ºC por 1 minuto e extensão a 72ºC 
por 2 minutos, com uma extensão final de 72ºC por 8 minutos. 
Avaliaram-se os produtos da PCR em gel desnaturante de poliacrilamida 
12% em eletroforese de 80 V por 90 minutos. Posteriormente, se 
procedeu à coloração com brometo de etídeo e à visualização em 
transiluminador sob luz UV de 320 nm (HOEFER-MacroVue UV-20). 
A detecção de apenas uma banda com 329 pb correspondia ao gene 
selvagem, correlacionado com a ausência de banda compatível para a 
DIT no gene FLT3.  Determinou-se a presença de banda compatível 
para essa alteração com a visualização de uma única banda com 
fragmento maior que o gene selvagem (mutação homozigota) ou 
presença de dois ou mais fragmentos (mutação heterozigota). Estimou-
se o tamanho dos produtos da PCR por comparação, com o marcador de 
peso molecular de 50 pb. 
 
 
2.3.1 Padronização do número de ciclos para a PCR para a detecção 
da DIT no gene FLT3 
 
Para padronizar o número de ciclos, realizaram-se amplificações 
de acordo com o protocolo estabelecido anteriormente, alterando-se 
apenas o número de ciclos: 30, 35 e 40. Submeteram-se os produtos da 
PCR à eletroforese em gel de agarose 2,5% a 100 V por 30 minutos, 
corados com brometo de etídeo e visualizados em transiluminador sob 
luz UV de 320 nm (HOEFER-MacroVue UV-20).  
 
 
2.4 PADRONIZAÇÃO DA PCR PARA A DETECÇÃO DA 
MUTAÇÃO D835 NO GENE FLT3 
 
Para amplificação do éxon 20 do gene FLT3, utilizaram-se pares 
de oligonucleotídeos iniciadores (primers) (Quadro 12) previamente 
descritos por Liang et al. (2003). Na etapa de padronização da PCR 
utilizaram-se diferentes concentrações de MgCL2, desorribonuleotídeo 
trifosfatado (dNTP) e dos oligonucleotídeos iniciadores. Após essa 
padronização amplificaram-se 100 ng de DNA, num volume final de 50 
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µL [com reagentes da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)], o qual continha 
os seguintes volumes e concentrações finais correspondentes: 5 µL de 
tampão 10X concentrado para Taq-DNA polimerase (10 mM Tris-HCl, 
pH 8,4; 50 mM KCl); 2,25 µL de MgCL2 (2,25 mM); 0,6 µL de dNTP 
mix (300 µM de cada); 2,0 µL de cada oligonucleotídeo iniciador (0,4 
µM de cada); 0,25 µL Taq-DNA polimerase (recombinant) (1,25 U/µL); 
e água ultrapura para completar o volume final da reação.  
 
Tipo de iniciador  
senso 5’- CCGCCAGGAACGTGCTTG-3’ 
antissenso 5’-GCAGCCTCACATTGCCCC-3’ 
Quadro 12: Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados 
para a detecção da mutação D835 no gene FLT3. 
 
  
Realizou-se a amplificação da PCR em termociclador Eppendorf, 
modelo Mastercycle Personal, a qual consistiu de incubação inicial de 
94ºC por 3 minutos seguidos de 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 
segundos, ligação dos iniciadores a 66ºC por 1 minuto e extensão a 72ºC 
por 2 minutos, com uma extensão final de 72ºC por 8 minutos. Ao 
término da PCR, avaliaram-se os produtos em gel de agarose 2,5%, por 
meio de eletroforese a 100 V por 30 minutos, corados com brometo de 
etídeo e visualizados em transiluminador sob luz UV de 320 nm 
(HOEFER-MacroVue UV-20). A visualização de uma única banda, com 
114 pb, correspondeu aos casos com produto da PCR amplificado.  
Diante do conhecimento da sequência codificante de D835, que 
compreende GATA, a qual é o sítio de atividade da enzima de restrição 
Eco RV, utilizou-se a técnica de RFLP para a detecção da mutação 
pontual no gene FLT3. Para isso, incubou-se por 1 h a 37ºC 5U de 
enzima Eco RV Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) (0,5 µL), 1,5 µL de seu 
tampão para cada de 10µL de produto da PCR amplificado, 
completando com água ultrapura para o volume final de 15 µL. 
Analisaram-se os produtos digeridos em gel desnaturante de 
poliacrilamida 12% a 70 V por 90 minutos. As amostras sem a mutação 
sofreram digestão enzimática completa, o que resultou na presença de 
duas bandas: uma de 68 pb e outra de 46 pb. Já as amostras com 
mutação no sítio enzimático da enzima Eco RV, apresentaram banda 
compatível com a mutação D835 no gene FLT3, por ser visualizada uma 
banda parcial com 114 pb (mutação heterozigota) ou uma banda 
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totalmente não digerida, de 114 pb (mutação homozigota). O tamanho 
dos produtos da PCR foi estimado, por comparação, com o marcador de 
peso molecular de 25 pb. 
 
 
2.4.1 Padronização do número de ciclos para a PCR para a detecção 
da mutação D835 no gene FLT3 
 
De acordo com o protocolo estabelecido anteriormente, 
realizaram-se amplificações com diferentes números de ciclos: 30, 35 e 
40, a fim de estabelecer a padronização referida. Após o término dos 
ciclos, submeteram-se os produtos da PCR à eletroforese em gel de 
agarose 2,5% a 100 V por 30 minutos. Na sequência, se procedeu à 
coloração dos mesmos com brometo de etídeo e à visualização em 
transiluminador sob luz UV de 320 nm (HOEFER-MacroVue UV-20).  
 
 
2.4.2 Padronização do número de unidades da enzima Eco RV para 
a digestão da região codificante D835 que compreende a sequência 
GATA no gene FLT3 
 
Para a padronização de quantas unidades da enzima seriam 
necessárias, utilizou-se uma amostra de SP de um indivíduo saudável e 
procedeu-se conforme o protocolo descrito anteriormente, com variação 
apenas nas quantidades de enzima utilizada: 1 U, 5 U e 10 U. Após 
incubação por 1 h a 37ºC, submeteram-se os produtos da digestão 
enzimática à eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 12% a 
70 V por 90 minutos e, posteriormente, se realizou a coloração dos 
mesmos com brometo de etídeo, como também a visualização em 
transiluminador sob luz UV de 320 nm (HOEFER-MacroVue UV-20).  
 
 
2.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 
Avaliaram-se, no período de janeiro de 2009 a dezembro de 2010, 
todos os pacientes com diagnóstico de LA, referenciados ao LOEH. 
Realizaram-se a confecção do banco de dados e a análise estatística com 
o auxílio do software SPSS 16.0®. 
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Sumarizaram-se os dados como números absolutos e percentuais, 
no caso de variáveis nominais, e como média e desvio padrão, no caso 
de variáveis numéricas.  
Quanto à expressão das mutações no gene FLT3 (DIT e D835), se 
fez a sumarização de forma dicotômica (ausente ou presente).  
Associaram-se as médias das variáveis numéricas entre os grupos 
de interesse por meio do teste t de Student em um nível de significância 
de 5% (P < 0,05). Variáveis nominais, por sua vez, se associaram entre 
os grupos de interesse por meio do teste do qui quadrado ou Exato de 
Ficher, em um nível de significância de 5% (P < 0,05). 
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3.1 PCR PARA A DETECÇÃO DA DIT NO GENE FLT3 
 
A PCR realizou-se conforme Meshinchi et al. (2001), com 
algumas alterações como citado em Materiais e Métodos (item 2.3). 
Como pode ser observado na Figura 3 – linha 5, representa uma 
amostra de um indivíduo sem a mutação do tipo DIT no gene FLT3, 
pois apresenta apenas uma banda de 329 pb. Já a Linha 6 da Figura 3, 
demonstra uma amostra de paciente com a presença da DIT no gene 
FLT3, com uma banda de 329 pb e outra com peso molecular maior que 
este. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Gel representativo da amplificação da PCR para a DIT no gene FLT3 
Linha 1 – Marcador de peso molecular de 50 pb; Linha 2 – Controle negativo da 
PCR; Linha 3 – Controle negativo para a DIT no gene FLT3; Linha 4 – 
Controle positivo para a DIT no gene FLT3; Linha 5 – Amostra de paciente 
com ausência da DIT no gene FLT3; Linha 6 – Amostra de paciente com 
presença da DIT no gene FLT3. 
 
 
3.1.1 Número de ciclos para a PCR para a detecção da DIT no gene 
FLT3 
 
Por meio da análise da Figura 4, pode-se estabelecer que, com 35 
ciclos, obteve-se um produto de PCR de boa resolução para a 
investigação da DIT no gene FLT3.  
 
 
 
 
  Linha        1             2             3             4            5              6   
300 pb  
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Figura 4: Gel representativo da padronização do número de ciclos para a 
detecção da DIT no gene FLT3  
Linha 1 – Controle negativo da PCR; Linha 2 – PCR com 30 ciclos; Linha 3 – 
PCR com 35 ciclos; Linha 4 – PCR com 40 ciclos. 
 
 
3.2 PCR PARA A DETECÇÃO DA MUTAÇÃO D835 NO GENE 
FLT3 
 
Após a PCR verificou-se a presença de banda correspondente ao 
produto amplificado (Figura 5). 
 
 
           
 
 
Figura 5: Gel representativo da amplificação da PCR para a mutação pontual 
D835 no gene FLT3  
Linha 1 – Controle negativo da PCR; Linha 2 e 3 – Amostra de paciente após 
PCR. 
 
 
Na sequência, as amostras foram submetidas à técnica de RFLP. 
A amostra que apresenta uma banda de 68 pb e outra de 46 pb (Figura 6 
– Linha 6) corresponde à ausência de mutação do tipo D835, pois sofreu 
digestão enzimática completa, o que resultou na presença de duas 
bandas. Já a amostra na Linha 4 – Figura 6 apresentou uma banda 
totalmente não digerida, de 114 pb (mutação homozigota), o que 
correspondeu à presença da mutação pontual, D835, no gene FLT3.  
 
 
 
 
 
     Linha         1            2             3              4     
Linha         1               2               3             
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Figura 6: Gel representativo da digestão enzimática após PCR para a mutação 
D835 no gene FLT3  
Linha 1 – Marcador de peso molecular de 25 pb; Linha 2 – Controle negativo da 
PCR; Linha 3 – Amostra do paciente X antes da digestão enzimática; Linha 4 – 
Amostra do paciente X depois da digestão enzimática; Linha 5 – Amostra do 
paciente Y antes da digestão enzimática; Linha 6 – Amostra do paciente Y 
depois da digestão enzimática. 
 
 
3.2.1 Número de ciclos para a PCR para a detecção da mutação 
D835 no gene FLT3 
 
A Figura 7 demonstra que, com 35 ciclos, obteve-se com boa 
resolução a amplificação da PCR para a investigação da mutação D835 
no gene FLT3. 
 
 
             
 
 
Figura 7: Gel representativo da padronização do número de ciclos para a 
detecção da mutação D835 no gene FLT3  
Linha 1 – Controle negativo da PCR; Linha 2 – PCR com 30 ciclos; Linha 3 – 
PCR com 35 ciclos; Linha 4 – PCR com 40 ciclos. 
 
Linha           1           2            3             4            5           6   
 68 pb   
 46 pb   
  100 pb   
  50 pb   
Linha          1               2              3               4 
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3.2.2 Número de unidades da enzima Eco RV para a digestão da 
região codificante D835 que compreende a sequência GATA no gene 
FLT3 
 
A análise da Figura 8 permite observar que 5 U da enzima de 
restrição Eco RV foram suficientes para a digestão da região codificante 
D835. 
 
 
            
 
 
Figura 8: Gel representativo da padronização do número de unidade da enzima 
Eco RV para a digestão da região codificante D835 no gene FLT3  
Linha 1 – Amostra do paciente X antes da digestão enzimática; Linha 2 – 
Amostra do paciente X depois da digestão enzimática com 1 U da enzima Eco 
RV; Linha 3 – Amostra do paciente X antes da digestão enzimática; Linha 4 – 
Amostra do paciente X depois da digestão enzimática com 5 U da enzima Eco 
RV; Linha 5 – Amostra do paciente X antes da digestão enzimática; Linha 6 – 
Amostra do paciente X depois da digestão enzimática com 10 U da enzima Eco 
RV. 
 
 
3.3 ESTUDOS DE ASSOCIAÇÃO 
 
No período de janeiro de 2009 a dezembro de 2010, 
encaminharam-se para o LOEH 55 amostras com suspeita clínica de LA, 
a fim de que fosse realizada a investigação das mutações no gene FLT3. 
Das 55 amostras, três não possuíam material suficientemente 
amplificável para reação de PCR. Desse modo, avaliou-se um total de 
52 amostras de pacientes com diagnóstico de LA. 
Encaminharam-se para investigação das mutações no gene FLT3 
amostras de SP ou de MO, das quais a primeira representou 80,8% (42 
amostras) e a segunda, 19,2% (10 amostras). 
Das 52 amostras analisadas, 12 (23,1%) eram de pacientes 
maiores de 16 anos e 40 (76,9%), de indivíduos com idade igual ou 
inferior a 16 anos (Tabela 1). Em relação ao gênero, 46,2% (24 casos) 
Linha        1             2               3                4                   5                 6 
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eram do gênero feminino, e 53,8% (28 casos) do gênero masculino 
(Tabela 1). 
 
Tabela 1: Amostras com diagnóstico de LA que foram submetidas à 
investigação das mutações no gene FLT3, de acordo com o gênero e 
a faixa etária 
  Faixa etária  
Gênero  ≤ 16 anos > 16 anos Total 
Feminino  17 7 24 
Masculino  23 5 28 
Total  40 12  
 
 
As idades dos pacientes que foram submetidos à investigação das 
mutações no gene FLT3 que estavam na faixa etária de idade igual ou 
inferior a 16 anos, no diagnóstico, variaram entre um mês e 15,7 anos 
(mediana de 4,5 anos), enquanto que, nos indivíduos com idade superior 
a 16 anos, a variação de faixa etária foi de 16,2 a 87,4 anos (mediana de 
49,4 anos).  
 Na Tabela 2, é possível observar que os pacientes com idade 
igual ou inferior a 16 anos com LMA apresentaram maiores 
porcentagens da mutação no gene FLT3 do tipo DIT, o que 
correspondeu a 33,3% (4 casos) de positividade para a essa mutação, e, 
três indivíduos (10,7%), nessa mesma faixa etária, apresentavam 
diagnóstico de LLA. Desse modo, constatou-se que não houve diferença 
estatisticamente significante (P = 0,168) entre os dois subtipos de LA 
nos pacientes com mutação DIT com idade igual ou inferior a 16 anos, 
mas observa-se que essa mutação é mais prevalente nos indivíduos com 
LMA. Entretanto, nenhum dos pacientes com LLA com idade superior a 
16 anos apresentou a DIT no gene FLT3, além de que, em apenas um 
indivíduo (12,5%) com LMA, se detectou a presença dessa mutação, 
que também não apresentou diferença estatisticamente significante nos 
indivíduos com idade superior a 16 anos (P = 0,667). 
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Tabela 2: Avaliação da ausência ou da presença da mutação no gene 
FLT3 do tipo DIT nos pacientes com diagnóstico de LA, de acordo com 
a faixa etária e a classificação da LA  
Faixa 
etária 
Classificação 
da LA 
Ausência 
da 
mutação 
Presença 
da 
mutação 
% da 
presença por 
faixa etária e 
classificação 
da LA 
P 
≤ 16 
anos 
LLA 25 3 10,7 0,168 
 LMA 8 4 33,3 
> 16 
anos 
LLA 4 0 0 0,667 
 LMA 7 1 12,5 
*P < 0,05 é considerado estatisticamente significante. 
 
 
Como consta na Tabela 3, dos 40 casos analisados de indivíduos 
com idade igual ou inferior a 16 anos, 70% deles foram diagnosticados 
com LLA (28 casos) e 30% com LMA (12 casos). Entre as LAs 
presentes nesses indivíduos, a mais prevalente foi a LLA B comum, com 
42,5% de todos os casos analisados nessa faixa etária, seguida pela LLA 
pré-B, com 17,5%. Dos 28 casos citados anteriormente, três deles 
apresentaram a mutação FLT3 do tipo DIT, que foram classificados nas 
seguintes subcategorias de LLA: LLA B comum, LLA pré-B e LLA T 
pró-T. Os quatro casos de LMA com DIT apresentaram diagnóstico em 
duas subcategorias de LMA: um caso com LMA sem maturação e três 
casos com LPA com t(15;17) (Tabela 3).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
77 
 
Tabela 3: Classificação em subcategorias das LA submetidas à 
investigação da ausência ou da presença da DIT no gene FLT3 nos 
indivíduos com idade igual ou inferior a 16 anos 
    Total 
analisado 
Classificação 
da LA 
Subcategoria 
da LA 
Ausência 
da DIT 
Presença 
da DIT 
Número 
de casos 
% 
LLA LLA B 
comum 
16 1 17 42,5 
 LLA B pré-
B 
6 1 7 17,5 
 LLA T 
cortical 
3 0 3 7,5 
 LLA T pró-T 0 1 1 2,5 
Total de 
casos de 
LLA 
 25 3 28 70,0 
LMA LMA com 
maturação 
3 0 3 7,5 
 LMA com 
t(8;21) 
1 0 1 2,5 
 LMA 
monoblástica 
2 0 2 5,0 
 LMA sem 
maturação 
0 1 1 2,5 
 LPA 1 0 1 2,5 
 LPA com 
t(15;17) 
1 3 4 10,0 
Total de 
casos de 
LMA 
 8 4 12 30,0 
 
 
Como pode ser visto na Tabela 4, do total de 12 amostras de 
pacientes com idade igual ou inferior a 16 anos e com LMA, em apenas 
um caso (8,3%), foi detectada a mutação no gene FLT3 do tipo D835, o 
qual correspondeu a um indivíduo com diagnóstico de LMA com 
maturação. Já os indivíduos com LLA na mesma faixa etária 
mencionada, bem como os pacientes com mais de 16 anos, não 
apresentaram tal anormalidade genética. 
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Tabela 4: Análise da associação da mutação no gene FLT3 do tipo 
D835 nos pacientes com diagnóstico de LA, de acordo com a faixa 
etária e a classificação da LA 
Faixa 
etária 
Classificação 
da LA 
Ausência 
da 
mutação 
Presença 
da 
mutação 
% da 
presença por 
faixa etária e 
classificação 
da LA 
P 
≤ 16 
anos 
LLA 28 0 0 0,300 
 LMA 11 1 8,3 
> 16 
anos 
LLA 4 0 0 - 
 LMA 8 0 0 
*P < 0,05 é considerado estatisticamente significante. 
 
 
Em relação ao gênero, a presença das mutações no gene FLT3, 
tanto a DIT quanto a mutação D835, não demonstrou diferença 
estatisticamente significante quando avaliado em associação com a faixa 
etária (Tabela 5). 
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Tabela 5: Análise da associação das amostras com diagnóstico de LA 
que foram submetidas à investigação das mutações no gene FLT3, de 
acordo com o gênero e a faixa etária do paciente 
Mutação Faixa 
etária 
Gênero Ausência 
da 
mutação 
Presença 
da 
mutação 
P 
DIT ≤ 16 
anos 
Feminino 14 3 0,649 
  Masculino 19 4 
 > 16 
anos 
Feminino 7 0 0,909 
  Masculino 4 1 
D835 ≤ 16 
anos 
Feminino 16 1 0,425 
  Masculino 23 0 
 > 16 
anos 
Feminino 7 0 - 
  Masculino 5 0 
*P < 0,05 é considerado estatisticamente significante. 
 
 
Como descrito anteriormente, a idade, a leucometria, os níveis de 
LDH e as anormalidades citogenéticas, no momento do diagnóstico, são 
fatores prognósticos importantes (STONE, 2009); assim como as 
mutações no gene FLT3 (BETZ & HESS, 2010). Com base nesses 
pesquisadores, analisamos a associação dos referidos parâmetros com a 
ausência ou a presença das mutações no gene FLT3, antes da primeira 
terapia.  
Os valores médios da idade, de leucometria, da porcentagem de 
blastos e dos níveis de LDH dos pacientes investigados associados com 
a ausência ou a presença da mutação DIT no gene FLT3 antes da 
primeira terapia, estão representados na Tabela 6. Como pode ser 
observado nessa tabela, os valores médios aumentados para leucometria, 
porcentagem de blastos e níveis de LDH associados com a presença da 
mutação no gene FLT3 do tipo DIT não foram estatisticamente 
significantes para nenhuma das faixas etárias. As médias de idade 
também não apresentaram diferença estatisticamente significante entre a 
ausência ou a presença da mutação. 
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Embora a associação da leucometria, da porcentagem de blastos e 
dos níveis de LDH com a mutação no gene FLT3 do tipo DIT não tenha 
apresentado diferença estatisticamente significante, ficou evidente que 
pacientes com essa alteração possuem leucometria aumentada, visto que 
a leucometria mínima presente nos pacientes com a DIT foi de 29300 
leucócitos/mm3, enquanto o valor de referência é 4.000 a 11.000/mm3 
(GREER et al., 2004). O valor da porcentagem de blastos também é um 
dado que chama a atenção: o valor mínimo que os pacientes com tal 
mutação apresentaram foi de 80%, que corresponde em valores 
absolutos a 23.440 blastos/mm3. Além disso, o valor mínimo dos níveis 
de LDH encontrado foi de 787 U/L, valor muito acima do valor superior 
de referência, que é de 190 U/L.  
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Tabela 6: Valores médios da idade, da leucometria, da porcentagem de 
blastos e dos níveis de LDH dos pacientes com LA, de acordo com a faixa 
etária e a ausência ou a presença da DIT no gene FLT3 
Fa
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ri
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M
u
ta
çã
o 
D
IT
 
M
éd
ia
 d
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P 
 
≤ 16 
anos 
Ausência 6,7 4,4 0,25 15,7 
0,649 
 Presença 7,4 2,7 0,08 11,3 
> 16 
anos 
Ausência 45,9 23,4 16,2  87,4 
0,391 
 Presença 24,2 - 24,2 24,2 
Fa
ix
a
 e
tá
ri
a
 
M
u
ta
çã
o 
 
 
 
 
D
IT
 
M
éd
ia
 d
a
 
Le
u
co
m
et
ri
a
 
(/m
m
3 ) 
D
es
v
io
  
  
 
pa
dr
ão
 
Le
u
co
m
et
ri
a
 
m
ín
in
a
 (/m
m
3 )  
Le
u
co
m
et
ri
a
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P  
≤ 16 
anos 
Ausência 49.072,7 94.638,0 2.000,0 450.000,0 
0,128 
 Presença 113.157,1 91.126,7 29.300,0 220.000,0 
> 16 
anos 
Ausência 27.303,6 40.656,7 1.900,0 142.990,0 
0,692 
 Presença 44.600,0 - 44.600,0 44.600,0 
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P  
≤ 16 
anos 
Ausência 74,8 22,7 21,0 98,0 
0,167 
 Presença 87,0 4,2 80,0 92,0 
> 16 
anos 
Ausência 59,9 23,7 26,0 95,0 
0,252 
 Presença 90,0 - 90,0 90,0 
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≤ 16 
anos 
Ausência 2.347,0 3.593,7 322,0 14.559,0 
0,389 
 Presença 4.393,7 5.602,5 787,0 13.087,0 
> 16 
anos 
Ausência 475,4 387,8 194,0 1.542,0 
0,352 
 Presença 871,0 - 871,0 871,0 
*P < 0,05 é considerado estatisticamente significante. 
 
 
Como nos indivíduos com mais de 16 anos não houve a presença 
da mutação no gene FLT3 do tipo D835, não se realizou a análise de 
idade, de leucometria, porcentagem de blastos e níveis de LDH. 
Entretanto, em indivíduos com idade igual ou inferior a 16 anos não 
apresentaram associação entre os valores médios de idade, de 
leucometria, porcentagem de blastos e níveis de LDH (Tabela 7). 
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Tabela 7: Valores médios da leucometria, da porcentagem de blastos e 
dos níveis de LDH nos indivíduos com idade igual ou inferior a 16 anos 
com LA, de acordo com a ausência ou a presença da mutação D835 no 
gene FLT3 
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P  
Ausência  6,6 4,1 0,08 15,7 0,083 
Presença  14,1 - - - 
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P  
Ausência  61.128,1 97.203,2 2.000,0 450.000,0 0,735 
Presença  27.500,0 - - - 
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P  
Ausência  76,4 21,2 21,0 98,0 0,367 
Presença  96,0 - - - 
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P  
Ausência  2.859,5 4.151,4 322,0 14.559,0 0,627 
Presença  786,0 - - - 
*P < 0,05 é considerado estatisticamente significante. 
 
 
Como pode ser observado na Tabela 8, não houve associação 
entre as mutações no gene FLT3 e a expressão de CD34 nas células 
leucêmicas. 
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Tabela 8: Análise da associação das amostras com diagnóstico de LA 
que foram submetidas à investigação das mutações no gene FLT3, de 
acordo com a marcação para CD34 e a faixa etária do paciente 
Mutação Faixa 
etária 
Marcação 
para 
CD34 
Ausência 
da 
mutação 
Presença 
da 
mutação 
P 
DIT ≤ 16 
anos 
Negativa 2 1 0,467 
  Positiva 29 6 
 > 16 
anos 
Negativa 1 0 0,909 
  Positiva 10 1 
D835 ≤ 16 
anos 
Negativa 3 0 0,921 
  Positiva 36 1 
 > 16 
anos 
Negativa 1 0 - 
  Positiva 11 0 
*P < 0,05 é considerado estatisticamente significante. 
 
 
Como expõe a Tabela 9, 4 indivíduos (20%) com diagnóstico de 
LMA apresentaram, simultaneamente, a DIT no gene FLT3 e a alteração 
citogenética t(15;17), a qual está associada às anomalias citogenéticas 
recorrentes de prognóstico favorável. O total dos casos de LLA 
analisados que expressavam a DIT no gene FLT3 apresentaram 
cariótipo normal (resultados não mostrados). 
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Tabela 9: Análise da associação de anormalidades genéticas nos 
pacientes com diagnóstico da LMA com a ausência ou a presença da 
DIT no gene FLT3 
Anormalidades                   
citogenéticas 
Ausência da 
mutação 
Presença da 
mutação 
 
Favoráveis 4a 4b  
Intermediárias 5c 1d 
Desfavoráveis 2e 0 
Não avaliado 4 0  
at(8;21) - 1 caso; t(15;17) – 3 casos; bt(15;17) em todos os casos; cdel(9q) – 
1 caso; Cariótipo normal – 4 casos; dCariótipo normal;  et(9;22) - 1 caso; 
deleção do cromossomo 7 – 1 caso. 
 
 
Os indivíduos com a presença simultânea da DIT no gene FLT3 e 
a t(15;17) apresentaram valores de leucometria que variaram de 
32.100/mm3 a 220.000/mm3. Desses, dois  foram a óbito em seis meses. 
Com a finalidade de analisar a progressão da doença, avaliaram-
se os prontuários dos pacientes após seis meses do diagnóstico de LA. 
Para tanto, se dividiram os pacientes em três grupos: pacientes que 
tiveram remissão e estavam em tratamento; pacientes que foram a óbito, 
mas estavam em remissão; e pacientes que foram a óbito sem remissão. 
Como se pode visualizar na Tabela 10, a maioria dos pacientes com a 
presença da mutação no gene FLT3 do tipo DIT foi a óbito sem 
remissão.  
 
Tabela 10: Análise da associação da progressão da doença nos 
pacientes, após seis meses do diagnóstico de LA, com a ausência ou 
a presença da mutação do gene FLT3 do tipo DIT 
Progressão da doença Ausência da 
mutação 
Presença da 
mutação 
Óbito com remissão 8 0 
Óbito sem remissão 3 5 
Remissão em tratamento 33 3 
 
 
No que tange à mutação D835, a mesma foi detectada em apenas 
um paciente com idade igual ou inferior a 16 anos, o qual, após seis 
meses de diagnóstico de LA, estava em remissão (Tabela 11).  
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Tabela 11: Análise da associação da progressão da doença nos 
pacientes, após seis meses do diagnóstico da LA, com a ausência ou a 
presença da mutação D835 no gene FLT3 
Progressão do paciente Ausência da 
mutação 
Presença da 
mutação 
Óbito com remissão 8 0 
Óbito sem remissão 8 0 
Remissão em tratamento 35 1 
 
 
A análise da progressão da doença dos pacientes que tiveram 
remissão e dos que não tiveram possibilita fazer uma divisão em dois 
grupos, como apresenta a Tabela 12. Essa tabela aponta que foi 
estatisticamente significante (P = 0,001) a associação da presença da 
mutação no gene FLT3 do tipo DIT em pacientes com idade igual ou 
inferior a 16 anos com a ausência de remissão. Já a análise da presença 
da mutação DIT em pacientes com idade superior a 16 anos não 
apresentou diferença estatisticamente significante (P = 0,917), assim 
como a mutação D835 em pacientes mais novos (P = 0,825) (Tabela 
12). 
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Tabela 12: Análise da associação da resposta à terapia de pacientes 
com diagnóstico da LA com a ausência ou a presença das mutações no 
gene FLT3 
Mutação Faixa 
etária 
Resposta 
à terapia 
Ausência 
da 
mutação 
Presença 
da 
mutação 
P 
 
DIT ≤ 16 
anos 
Com 
remissão 
31 2 0,001* 
Sem 
remissão 
2 5 
> 16 
anos 
Com 
remissão 
10 1 0,917 
Sem 
remissão 
1 0 
D835 ≤ 16 
anos 
Com 
remissão 
32 1 0,825 
Sem 
remissão 
7 0 
> 16 
anos 
Com 
remissão 
11 0 - 
Sem 
remissão 
1 0 
*P <  0,05 é considerado estatisticamente significante. 
 
 
Além do exposto, também se avaliou a associação da presença 
das mutações no gene FLT3 com os pacientes que, após seis meses, 
foram ou não a óbito. A Tabela 13 deixa perceptível que há uma 
associação estatisticamente significante (P = 0,027) entre a presença da 
mutação no gene FLT3 do tipo DIT com o óbito dos pacientes com LA 
com idade igual ou inferior a 16 anos. O mesmo não é evidenciado nos 
pacientes com idade superior a 16 anos (P = 0,750). 
No que concerne à mutação D835 no gene FLT3 em pacientes 
com idade inferior ou igual a 16 anos, sua associação com o óbito não 
foi estatisticamente significante (P = 0,692) (Tabela 13). 
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Tabela 13: Análise da associação do desfecho final dos pacientes com 
diagnóstico de LA com a ausência ou a presença das mutações no 
gene FLT3 
Mutação Faixa 
etária 
Desfecho 
final 
Ausência 
da 
mutação 
Presença 
da 
mutação 
p 
 
DIT ≤ 16 
anos 
Foram a 
óbito 
8 5 0,027* 
Não foram 
a óbito 
25 2 
> 16 
anos 
Foram a 
óbito 
3 0 0,750 
Não foram 
a óbito 
8 1 
D835 ≤ 16 
anos 
Foram a 
óbito 
13 0 0,675 
Não foram 
a óbito 
26 1 
> 16 
anos 
Foram a 
óbito 
3 0 - 
Não foram 
a óbito 
9 0 
*P <  0,05 é considerado estatisticamente significante. 
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A LA constitui um grupo de neoplasias malignas com 
características muito heterogêneas entre si, apresentando inúmeras 
mutações gênicas, as quais conferem às células tumorais uma resistência 
desigual. Por isso, apresentam peculiaridades clínicas e laboratoriais 
distintas, assim como a resposta à quimioterapia (APPELBAUM et al., 
2006; SWERDLOW et al., 2008). Como visto anteriormente, a LA 
acomete os indivíduos independente de faixa etária, de gênero, de etnia 
e de categoria socioeconômica (HWANG et al., 2004). No entanto, 
fatores etiológicos parecem ser diferentes em adultos e em crianças 
(LINABERY & ROSS, 2008), pois, em crianças, a LA mais frequente é 
a LLA, enquanto que pacientes adultos são mais acometidos pela LMA 
(PUI & EVANS, 2006; MULLIGHAN, 2009). Os resultados obtidos 
com a pesquisa que se realizou foram, quanto ao tipo de LA e à faixa 
etária acometida, concordantes com os citados na literatura, pois, nos 
pacientes pediátricos, a LLA foi o subtipo de leucemia mais comum e a 
LMA acometeu mais frequentemente os adultos.  
Nas últimas décadas, avanços no entendimento da biologia 
molecular contribuíram para o desenvolvimento de novos alvos de 
diagnóstico. O diagnóstico da LA tem se tornado cada vez mais preciso, 
por meio de técnicas que complementam a morfologia, como 
marcadores imunofenotípicos, citogenéticos e moleculares (EDEN, 
2010). A LA, sob o aspecto genético, é uma das doenças mais bem 
caracterizadas; isso ocorre devido à facilidade de acesso ao material 
tumoral e ao sucesso das técnicas moleculares utilizadas para identificar 
alterações cromossômicas e genéticas (ROWLEY, 2008; 
MULLIGHAN, 2009). 
Como visto anteriormente, os pacientes com LMA que possuem a 
mutação FLT3-DIT apresentam duração da remissão completa, 
sobrevida global e sobrevida livre de doença significativamente menor, 
o que lhes confere um prognóstico desfavorável (STONE, 2009). Nesse 
sentido, estudos multicêntricos internacionais realizados com pacientes 
adultos com LMA, para investigar a frequência da mutação FLT3-DIT, 
observaram que a incidência da DIT no gene FLT3 varia de 15 a 35% 
[KOTTARIDIS et al., 2001 (n = 854); YAMAMOTO et al., 2001 (n = 
429); FRÖHLING et al., 2002 (n = 224); SCHNITTGER et al., 2002 (n 
= 1003); THIEDE et al., 2002 (n = 979); LIU et al., 2007 (n = 32); 
PENG et al., 2008 (n = 60); MALY et al., 2010 (n = 80); WANG, 
WANG et al., 2010 (n = 374)]. Um estudo brasileiro, realizado no 
Paraná com 40 pacientes adultos com LMA, descreveu que 25% desses 
possuíam a mutação no gene FLT3 do tipo DIT (KRUM, YAMAMOTO 
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& CHAUFFAILLE, 2009). Quanto à investigação que se fez, os 
resultados mostraram uma incidência menor da DIT no gene FLT3 em 
pacientes com LMA com idade superior a 16 anos – 12,5% – quando 
comparados aos dados dos estudos citados anteriormente. Esses 
resultados podem ser devido ao número de casos avaliados, pois na 
investigação aqui relatada avaliaram-se oito pacientes adultos com 
LMA. 
Kottaridis et al. (2001) (n = 279) descreveram que a frequência da 
mutação FLT3-DIT em pacientes adultos com LLA era de 5 a 10%; 
contudo, dois estudos, um com 18 pacientes (LIU et al., 2007) e outro 
com 83 que apresentavam LLA (WANG, WANG et al., 2010), 
relataram que não foi encontrado caso algum dessa mutação nos 
pacientes estudados, o que demonstra que é rara a DIT no gene FLT3 
em pacientes adultos com LLA. Os dados da pesquisa ora apresentada 
corroboram os citados por Liu et al. (2007) e Wang, Wang et al. (2010), 
visto que, nos pacientes com LLA com idade superior a 16 anos, não se 
encontrou caso algum de DIT no gene FLT3. 
Em referência à mutação pontual, D835, no gene FLT3 em 
adultos com LMA a frequência relatada na literatura é de 5 a 10% 
[YAMAMOTO et al., 2001 (n = 429); THIEDE et al., 2002 (n = 979); 
PENG et al., 2008 (n = 60); WANG, WANG et al., 2010 (n = 374)]. 
Entretanto, na população brasileira, é descrita como rara [LUCENA-
ARAUJO et al., 2010 (n = 169)]. Os resultados alcançados pela pesquisa 
que se realizou confirmam tal evidência, haja vista que não se encontrou 
caso algum da mutação FLT3-D835 em pacientes com LMA com idade 
superior a 16 anos. 
Estudos descreveram que, em pacientes adultos com LLA, a 
mutação pontual, D835, no gene FLT3 é de 1 a 3% [WANG, WANG et 
al., 2010 (n = 83)], diferente do que ocorreu neste estudo, no qual não se 
encontrou caso algum da mutação FLT3-D835 nos pacientes com LLA 
com idade superior a 16 anos, o que pode estar relacionado com a 
pequena casuística do estudo.  
Dados da literatura mostram que a incidência de FTL3-DIT em 
pacientes pediátricos com LMA é menor que a incidência nos adultos, 
sendo a variação encontrada de 5 a 16% [MESHINCHI et al., 2001 (n = 
91); KARABACAK et al., 2010 (n = 40)]. No entanto, Peng et al. 
(2008) (n = 60) descreveram que a incidência em crianças com LMA 
com DIT no gene FLT3 é de 25%. No que tange a esse aspecto, os 
resultados que se obtiveram mostram porcentagens superiores aos 
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descritos na literatura, com valores de 33,3% nos indivíduos com idade 
igual ou inferior a 16 anos.  
Al-Tonbary et al. (2009) (n = 15) relatam que as crianças com 
LLA por eles investigadas não apresentaram a mutação FLT3-DIT. Em 
contrapartida, a análise que se realizou aponta que a incidência dessa 
mutação é de 10,7% nos indivíduos com idade igual ou inferior a 16 
anos que apresentavam LLA. 
Estudos pediátricos relatam que a frequência de FLT3-D835 em 
LMA é de 7% [MESHINCHI et al., 2006 (n = 630); MESHINCHI & 
APPELBAUM, 2009 (n = 104)]. Os dados coletados e analisados nesta 
pesquisa conduziram a resultados semelhantes, pois os pacientes com 
idade igual ou inferior a 16 anos apresentaram positividade para a 
mutação pontual, D835, na ordem de 8,3%. Por outro lado, na LLA 
pediátrica, a incidência da mutação pontual, D835, no gene FLT3, 
descrita na literatura, é de 7,5% [(KARABACAK et al., 2010 (n = 80)], 
diferente do que se constatou neste estudo, no qual nenhum paciente 
apresentou tal anormalidade genética. 
Com base nas incidências descritas para a mutação FLT3-DIT e 
para FLT3-D835, pôde-se observar que existe uma variação entre os 
estudos realizados, o que pode ser justificado pela população envolvida 
no estudo. Isso indica que há diferenças na frequência de tais mutações 
conforme a região geográfica estudada. Nesse sentido, vê-se a 
importância de se conhecer os dados epidemiológicos regionais, os 
quais interferem diretamente no planejamento clínico e farmacológico 
do Serviço de Hematologia que atende os pacientes onco-
hematológicos. Entretanto, por se ter uma casuística pequena para 
conclusões mais concretas, considera-se que a continuidade da 
investigação se faça necessária. 
Em relação ao gênero, os resultados obtidos sobre a investigação 
das mutações no gene FLT3 (DIT e D835) corroboram com os descritos 
na literatura [AL-TONBARY et al., 2009 (n = 45); WANG, XU et al., 
2010 (n = 76)], que descrevem a ausência de associação estatisticamente 
significante entre as mutações e o gênero. 
Foran (2010) (n = 218) e Karabacak et al. (2010) (n=120) relatam 
que a incidência das mutações no gene FLT3 aumenta à medida que 
avança a idade. Porém, Parcell et al. (2006) (n = 380) e Wang, Xu et al., 
(2010) (n = 76) descrevem que as mutações no gene FLT3 (DIT e D835) 
não possuem relação com a idade dos pacientes. No que concerne à 
idade, os resultados aos quais se chegou são concordantes com os dois 
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últimos grupos citados, pois não se constatou associação 
estatisticamente significante com a idade e com as mutações estudadas.  
Alguns estudos descrevem que a presença de mutações no gene 
FLT3 (DIT e D835) em pacientes com LA está associada à leucocitose 
[KOTTARIDIS et al., 2001 (n =1133); THIEDE et al., 2002 (n = 979); 
EMERENCIANO et al., 2008 (n = 159); PENG et al., 2008 (n = 60); 
WANG, XU et al., 2010 (n = 76)]. No entanto, outros trabalhos, como 
os dos grupos de Schlenk et al. (2008) (n = 872) e de Karabacak et al. 
(2010) (n = 40), relataram que a leucocitose em pacientes com LMA 
com a mutação DIT no gene FLT3 não apresenta significância quando 
comparada com o grupo que não apresentou tais mutações. No estudo 
aqui relatado, os resultados mostram que os valores míninos de 
leucometria encontrados nos pacientes com a DIT e a mutação D835 no 
gene FLT3 foram 29.300/mm3 e 27.500/mm3, respectivamente, ou seja, 
valores acima dos limites superiores de referência (4.000-11.000/mm3). 
No entanto, esses resultados não apresentaram diferença 
estatisticamente significante quando comparados aos indivíduos que não 
apresentava as referidas mutações. A leucocitose observada nos casos de 
LA com mutações no gene FLT3, incluídos no estudo, que se realizou, 
foram correspondentes, de acordo com a classificação das 
anormalidades genéticas, com alterações moleculares de Classe I, que 
são mutações que conferem vantagem de sobrevivência e proliferação 
celular (BETZ & HESS, 2010), estando, assim, provavelmente 
relacionadas com a leucocitose nesses pacientes.  
Um achado que chamou a atenção: os valores aumentados das 
porcentagens de blastos nos casos que apresentavam mutações no gene 
FLT3. Nesses pacientes, a porcentagem de blastos mínima encontrada 
foi de 80% (23.440 blastos/mm3), que pode ser associada à vantagem 
proliferativa proveniente da anormalidade presente nesses indivíduos. 
Resultados semelhantes também foram encontrados por Liu et al. 
(2007). 
A LDH é uma enzima intracelular, cuja atividade está associada 
ao metabolismo celular. Assim, o aumento do nível sérico de LDH é 
observado em pacientes com LA e é considerado como um dos fatores 
prognósticos da doença (VARMA & VARMA, 2008). Um estudo 
realizado por Peng et al., (2008) (n = 60) com pacientes com LA com 
presença de DIT no gene FLT3 mostra que há associação entre a 
presença dessa anormalidade genética com níveis aumentados de LDH. 
Entretanto, essa mesma constatação não foi feita por Karabacak et al. 
(2010) (n = 120), o mesmo ocorrendo com a investigação que se fez. 
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Como já mencionado anteriormente, embora os valores de 
leucometria aos quais se chegou não tenham sido estatisticamente 
significantes, mostram que as mutações no gene FLT3 possuem uma 
relação com a leucocitose. Além disso, apesar de os níveis de LDH 
também não apresentarem diferença estatisticamente significante nos 
pacientes com mutação no gene FLT3, observou-se uma relação dos 
níveis de LDH com o aumento da leucometria, sendo esses resultados 
concordantes com a vantagem proliferativa proveniente das mutações 
em questão.  
Algumas anormalidades cromossômicas podem estar 
concomitantemente presentes com alterações moleculares na LA, como, 
por exemplo, a t (15;17) e a DIT no gene FLT3. Por isso, a LA é 
descrita como uma doença heterogênea, sob o aspecto clínico e 
laboratorial.  A presença da t(15;17) translocação nos pacientes com 
LPA confere prognóstico favorável; todavia, quando associado com 
alguma anormalidade genética de prognóstico desfavorável, o benefício 
oriundo da translocação citada anteriormente é anulado (PASCHKA et 
al., 2006). A respeito da análise que se fez, os resultados demonstraram 
que, dos quatro indivíduos que apresentavam simultaneamente a 
t(15;17) e a DIT no gene FLT3, dois deles foram a óbito em até seis 
meses após o diagnóstico de LA. Desse modo, observou-se que o 
prognóstico favorável conferido pela translocação foi perdido, o que 
sugere que a presença da mutação FLT3-DIT deve ser considerada 
relevante no prognóstico dos pacientes com LA. 
Como visto anteriormente, a LPA caracteriza-se, frequentemente, 
por apresentar leucopenia (SAGRILLO et al., 2005). Porém, nos quatro 
casos que se analisou e que apresentaram concomitantemente a t(15;17) 
e a mutação no gene FLT3-DIT, os pacientes apresentaram leucocitose, 
o que sugere, mais uma vez, que a DIT no gene FLT3 promove a 
proliferação celular.  
Além das alterações citogenéticas, a expressão de imunofenótipos 
também está relacionada como um fator prognóstico a ser considerado 
no momento da determinação da conduta terapêutica do paciente. Entre 
eles, a expressão de CD34 nas células leucêmicas (ONCIU, 2009). Não 
obstante a literatura descreva que a ausência da expressão de CD34 
possui associação com a DIT no gene FLT3 (KUSSICK et al., 2004), os 
resultados aos quais se chegou não mostraram tal associação.  
Estudos que avaliaram a remissão em pacientes com LMA 
relataram taxas de remissão significativamente menores nos indivíduos 
que expressam DIT no gene FLT3 [NAKAO et al., 1996 (n = 30); LIU 
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et al., 2007 (n = 32); WANG, WANG et al., 2010 (n = 374); WANG, 
XU et al., 2010 (n = 76)]. Os dados aqui analisados confirmam os 
descritos na literatura, pois os pacientes com FLT3-DIT com idade igual 
ou inferior a 16 anos apresentaram associação estatisticamente 
significante com a ausência de remissão. Contudo, o grupo de pacientes 
com idade superior a 16 anos com DIT no gene FLT3 e o grupo na faixa 
etária com idade igual ou inferior a 16 anos com a mutação D835 no 
gene FLT3 não apresentaram relação significativa, o que pode ser 
explicado pela pequena casuística que se realizou e sugere a importância 
da continuidade do estudo. 
Vários trabalhos estudam a associação da expressão das mutações 
no gene FLT3 e a sobrevida dos pacientes. Alguns deles mostram que a 
sobrevida diminuída de pacientes com LA está associada com a 
positividade de FLT3-DIT [KOTTARIDIS et al., 2001 (n = 1133); 
YAMAMOTO et al., 2001 (n = 429); THIEDE et al., 2002 (n = 979); 
YANADA et al., 2005 (n = 1063); EMERENCIANO et al., 2008 (n = 
159); KARABACAK et al., 2010 (n = 120); SANTOS et al., 2010 (n = 
481); WANG, WANG et al., 2010 (n = 457)]; para a mutação FLT3-
D835, porém, não foi observada tal associação [SANTOS et al., 2010 (n 
= 481)]. Outros trabalhos relatam que, no grupo de pacientes com a 
presença de DIT no gene FLT3, todos foram a óbito após um ano do 
diagnóstico de LA [KANG et al., 2005 (n = 61);  FAGUNDES et al.; 
2006 (n = 123)]. Já Al-Tonbary et al. (2009) (n = 45) descreveram que 
há associação significativa dos índices de óbito com a presença da 
mutação FLT3-DIT. Verificou-se, na investigação que se fez, a 
ocorrência de associação estatisticamente significativa entre a presença 
da DIT no gene FLT3 em pacientes com idade igual ou inferior a 16 
anos e o desfecho do caso em óbito. Isso demonstra que pacientes com a 
DIT no gene FLT3 possuem risco aumentado de morte, o que 
caracteriza essa mutação como de prognóstico desfavorável.  
A análise conjunta dos fatores prognósticos que se realizou, como 
a idade, a leucometria, os níveis de LDH e a expressão de CD34, 
permitiu verificar que tais fatores não possuem associação significativa 
com as mutações no gene FLT3. Entretanto, a presença da DIT no FLT3 
apresentou relação significativa com a ausência de remissão, assim 
como a associação dos pacientes que foram a óbito. Esses resultados 
sugerem, então, que a presença de FLT3-DIT é um fator prognóstico 
independente, ou seja, não possui relação com outros fatores 
prognósticos.  
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Pesquisas recentes demonstraram que o receptor FLT3, quando 
sofre mutação, pode ser um importante alvo terapêutico na LA 
(FORAN, 2010). Estudos clínicos em fase I e em fase II mostraram um 
discreto efeito na inibição direta do receptor FLT3 mutado, bem como 
relatórios preliminares mostraram que a combinação de inibidores de 
FLT3 com a quimioterapia convencional foi bem tolerada, com taxas de 
resposta clínica favorável (DOEPFNER, BOLLER & ARCARO, 2007; 
KNAPPER, 2007). O desenvolvimento de um novo esquema 
terapêutico, como o transplante alogênico de MO na terapia pós-
remissão ou a administração de inibidores para o receptor FLT3 mutado 
pode melhorar a sobrevida dos pacientes com LA com essas mutações 
(KANG et al. 2010). Pacientes com FLT3-DIT parecem não se 
beneficiar da intensificação de dose da antraciclina (FERNANDEZ et al. 
2009), mas podem ser favorecidos com o transplante alogênico de MO 
(SCHLENK et al., 2008). Um estudo clínico em fase III relatou que a 
combinação de um inibidor de FLT3, midostaurina, associado ao 
tratamento padrão com daunorrubicina e citarabina, foi favorável para 
pacientes com mutações no gene FLT3 (FORAN, 2010). Sendo assim, 
defende-se que a investigação das mutações no gene FLT3 deve fazer 
parte da rotina laboratorial no diagnóstico dos pacientes com LA, a fim 
de determinar o prognóstico do paciente, e que a presença de tal 
mutação deve ser considerada na escolha do protocolo terapêutico a ser 
adotado.  
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A compilação dos resultados encontrados neste estudo permitiu 
concluir: 
 
1. Para a investigação das mutações no gene FLT3 (DIT e 
D835), conforme as condições da PCR utilizadas, são 
necessários 35 ciclos para obtenção de produto de PCR com 
boa resolução em cada uma das reações; 
2. Para a digestão enzimática utilizada na investigação da 
mutação D835 no gene FLT3, são necessárias 5 U da enzima 
Eco RV; 
3. A mutação FLT3-DIT foi mais incidente em indivíduos com 
LMA com idade igual ou inferior a 16 anos; 
4. A mutação FLT3-DIT foi rara em indivíduos com LLA com 
idade superior a 16 anos; 
5. A mutação FLT3-D835 foi rara em indivíduos com idade 
superior a 16 anos; 
6. As mutações no gene FLT3 (DIT e D835) não possuem 
associação com o gênero e porcentagem de blastos; 
7. As mutações no gene FLT3 (DIT e D835) não possuem 
associação com nenhum dos seguintes fatores prognósticos: 
leucometria, níveis de LDH e marcação para CD34; 
8. A DIT no gene FLT3 parece anular o efeito de prognóstico 
favorável da t(15;17); 
9. A DIT no gene FLT3 parece ter associação com vantagem 
de proliferação celular, mesmo em indivíduos com LPA; 
10.  Houve associação estatisticamente significante entre a DIT 
no gene FLT3 e a ausência de remissão em pacientes com 
idade igual ou inferior a 16 anos; 
11. Houve associação estatisticamente significante entre a DIT 
no gene FLT3 e o óbito de pacientes com idade igual ou 
inferior a 16 anos. 
 
Acredita-se que algumas das associações avaliadas neste estudo 
podem não ter apresentado resultado estatisticamente significativo 
devido ao número de casos analisados.  
Os resultados encontrados sugerem que a presença de FLT3-DIT 
é um fator de prognóstico desfavorável e independente e que, apesar de 
não possuir relação com outros fatores prognósticos, deve ser 
considerado como um marcador molecular de prognóstico para 
pacientes com suspeita clínica de LA. 
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Resumo 
As leucemias mieloides agudas (LMA) constituem um grupo de 
neoplasias malignas caracterizadas pela proliferação descontrolada de 
células hematopoiéticas, decorrente de mutações que podem ocorrer em 
diferentes fases da diferenciação de células precursoras mieloides. Em 
2008, a Organização Mundial da Saúde (OMS-2008) publicou uma nova 
classificação para neoplasias do sistema hematopoiético e linfoide. De 
acordo com essa classificação, para um diagnóstico mais preciso e 
estratificação de prognóstico de pacientes com LMA, devem-se 
pesquisar mutações nos genes FLT3 e NPM1. Sabe-se que a presença de 
mutações no gene FLT3 é de prognóstico desfavorável e que as 
mutações no gene NPM1 do tipo A são de prognóstico favorável. 
Assim, nos países desenvolvidos, a análise das mutações no gene FLT3 
e NPM1 tem sido considerada como um fator de prognóstico importante 
na decisão terapêutica em pacientes com diagnóstico de LMA. 
Considerando essas informações, é de extrema importância a análise das 
mutações no gene FLT3 (duplicação interna em tandem – DIT – e 
mutação pontual D835) e no gene NPM1 como marcadores moleculares 
para o diagnóstico, o prognóstico e a monitoração de doença residual 
mínima em pacientes com LMA. 
Palavras-chave: Leucemia mieloide aguda; FLT3; NPM1; 
Classificação OMS-2008. 
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Abstract 
The acute myeloid leukemia (AML) is a group of malignancies 
characterized by uncontrolled proliferation of hematopoietic cells, 
resulting from mutations that occur at different stages of differentiation 
of myeloid precursor cells. In 2008, the World Health Organization 
(WHO-2008) published a new classification for cancers of the 
hematopoietic and lymphoid. According to this classification, for a more 
precise diagnosis and prognostic stratification of patients with AML 
should be investigated mutations in FLT3 and NPM1. It is known that 
the presence of mutations in the FLT3 gene is considered an unfavorable 
prognosis, as the NPM1 gene mutations in the type-A are considered 
favorable prognosis. Thus, in developed countries, the analysis of 
mutations in FLT3 and NPM1 has been considered an important 
prognostic factor in therapeutic decision in patients with AML. 
Considering this information, it is extremely important the analysis of 
mutations in FLT3 (internal tandem duplication - ITD- and D835 point 
mutation) and NPM1 gene as molecular markers for diagnosis, 
prognosis and monitoring of minimal residual disease in patients with 
LMA. 
 
Key words: Acute myeloid leukemia, FLT3, NPM1, WHO 
Classification 2008 
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Introdução 
Leucemias constituem um grupo de neoplasias malignas 
caracterizado pela proliferação descontrolada de células hematopoiéticas 
na medula óssea e/ou nos tecidos linfoides, as quais, posteriormente, 
atingem a circulação periférica e podem se infiltrar em outros sistemas 
orgânicos1. A proliferação descontrolada de células leucêmicas resulta 
de uma expansão clonal de uma única célula-tronco que sofreu uma 
série de alterações genéticas, que se acumulam em um único clone 
celular, o que confere vantagem proliferativa em relação às demais 
células e impede seu processo de diferenciação. Em decorrência dessa 
proliferação, as células leucêmicas inibem a produção das células 
sanguíneas normais, como os leucócitos, os eritrócitos e as plaquetas. 
Além disso, devido a não-funcionalidade das células leucêmicas, os 
indivíduos afetados, além de sofrerem de anemia e desordens 
hemorrágicas, são mais susceptíveis às infecções2.  
A transformação leucêmica pode ocorrer em diferentes fases da 
diferenciação de precursores linfoides ou mieloides, o que a caracteriza 
como uma doença heterogênea, sob o aspecto biológico e morfológico. 
Por constituírem um grupo heterogêneo de doenças, as leucemias 
diferem quanto à etiologia, patogênese, prognóstico e resposta ao 
tratamento3, 4. O fato de a leucemia ser uma doença genética faz com 
que a identificação das alterações nas células blásticas seja 
imprescindível para a identificação de subgrupos de pacientes com 
características clínicas distintas que orientam o tratamento, a 
estratificação do prognóstico e a monitoração da resposta terapêutica5.  
O estabelecimento de um diagnóstico preciso e indicativo de 
prognóstico, baseado na análise de fatores clínicos, biológicos, genéticos 
e moleculares, é um dos motivos do sucesso terapêutico em pacientes 
com leucemias agudas6. Com o avanço tecnológico, surgiram novas 
metodologias para o diagnóstico das leucemias agudas, as quais são 
capazes de identificar fatores prognósticos altamente relevantes. Com 
isso, em 2008, a Organização Mundial da Saúde (OMS) estabeleceu 
novos critérios para o diagnóstico de leucemia aguda: a origem e a 
linhagem celular, o estágio de maturação e o tipo de anormalidade 
citogenética ou molecular envolvida na patogênese da doença1.  
 
Classificação da LMA (OMS-2008)  
A OMS-2008, para Leucemia Mieloide Aguda (LMA), 
estabeleceu sete subcategorias: LMA associada a anormalidades 
genéticas recorrentes, LMA com alterações relacionadas com 
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mielodisplasia, neoplasias mieloides associadas ao tratamento, LMA 
não-categorizada nos itens anteriores, sarcoma mieloide, proliferação 
mieloide relacionada com síndrome de Down e neoplasia de células 
blásticas dendríticas plasmocitoides1.  
Embora alguns trabalhos mostrem que os critérios citogenéticos 
sejam importantes para a diferenciação de prognóstico em favorável, 
intermediário e desfavorável7, 8, outros demonstram que avaliação 
apenas do cariótipo não é satisfatória para uma correta estratificação do 
prognóstico de pacientes com LMA9, 10. Além disso, sabe-se que só as 
alterações cromossômicas não são suficientes para o desenvolvimento 
das leucemias agudas11 e que em torno de 45% dos pacientes com LMA 
possuem cariótipo normal9, 12. Assim, torna-se cada vez mais evidente 
que as alterações que desregulam genes, envolvidos na regulação de vias 
intracelulares de transdução de sinais de morte e proliferação celular, 
atuam em colaboração com os fatores resultantes das modificações 
citogenéticas. Desse modo, a investigação de possíveis alterações é 
determinante para estratificação do prognóstico, o que serve de 
ferramenta para prever o risco de recaída, a resistência à terapia e a 
sobrevida livre de doença10. 
Speck e Gilliland13 sugerem a seguinte classificação das 
mutações encontradas em pacientes com LMA: aquelas que conferem 
vantagens proliferativas e/ou de sobrevivência aos progenitores 
hematopoiéticos, mas não afetam a diferenciação (mutações de classe I) 
e aquelas que afetam a transcrição ou componentes do complexo 
transcricional e prejudicam a diferenciação hematopoiética (mutações de 
classe II). Assim, as mutações no gene FLT3, c-KIT e N-RAS 
pertencem às mutações de classe I13-15 e as mutações no gene NPM114, 
16
, C/EBPA e AML1/ETO e anormalidades em CBFB/MYH11, 
PML/RARA e MLL são mutações de classe II13-15. 
A classificação proposta pela OMS1, em 2008, sugere um novo 
subtipo, de caráter provisório, na subcategoria LMA associada a 
anormalidades genéticas recorrentes: a LMA com mutação no gene 
NPM1. Segundo a OMS, as mutações no gene FLT3 estão associadas a 
mais de uma subcategoria e, por esse motivo, não receberam um subtipo 
especial para tal mutação, não obstante possuam importância clínica1. 
Com isso, vários grupos de pesquisa enfatizam que se deve fazer a 
pesquisa das mutações no gene FLT31, 14, 17, 18 e no gene NPM11, 14, 17-19, 
pois possuem relevância clínica, indicada para todos os pacientes 
portadores de LMA, como fator determinante para uma correta 
estratificação de prognóstico.  
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Sabe-se que mutações no gene FLT3 estão associadas à maior 
propensão de recaída e menor sobrevida global livre de doença, 
possuindo, consequentemente, prognóstico desfavorável 14, 20, 21, 
enquanto que a presença da mutação no gene NPM1 é de prognóstico 
favorável, com maior sobrevida livre de doença para indivíduos com 
LMA14, 22-24.  
 
Importância da detecção das mutações no gene NPM1 para a 
classificação das leucemias mieloides agudas (OMS-2008)  
O gene responsável pela síntese da nucleofosmina (NPM), 
também conhecida como B23, numatrina1 ou NO38, foi mapeado no 
cromossomo 5q35 em humanos. Esse gene contém 12 éxons que 
codificam três isoformas de NPM: NPM1 (B23.1), NPM1.2 (B23.2) e 
NPM1.3 (B23.3). A isoforma NPM1 é a mais prevalente e possui um 
domínio C-terminal e uma região N-terminal25. A isoforma NPM1.2 é 
uma isoforma truncada, encontrada em níveis muito baixos nos tecidos, 
e a isoforma NPM1.3 não é muita descrita na literatura26.  
A NPM1 é uma fosfoproteína nucleolar que transita entre o 
núcleo e o citoplasma durante o ciclo celular e interage com diversas 
proteínas. Devido a esse comportamento, a NPM1 é uma proteína 
multifuncional, incluindo o processamento de RNA ribossomal, 
duplicação do centríolo, resposta a estímulos de estresse, tais como 
irradiação UV e hipóxia; manutenção da estabilidade genômica por 
meio do controle de ploidias celulares, participação em processos de 
reparo de DNA e regulação da transcrição por meio da modulação de 
eventos de condensação e descondensação da cromatina19, 23, 27. Além 
disso, a NPM1 liga-se ao p53 e regula a proteína retinoblastoma (pRb)28, 
o p19ARF 29 e HDM230. 
Alguns trabalhos relatam que mutações no gene NPM1 são 
encontradas em cerca de 35% de todos os pacientes com LMA e que são 
as alterações moleculares mais frequentes nesses indivíduos19, 31. Essas 
mutações são classificadas de A a F, de acordo com inserção ou deleção 
de quatro pares de bases no éxon 12 da região C-terminal da NPM1 
(Figura 1), o que faz com que ocorra um novo sinal de exportação 
nuclear26, 31. As mutações em NPM1 além de serem detectadas pelas 
mutações encontradas no gene, também podem ser pesquisadas por 
alterações fenotípicas, através da pesquisa da proteína anormal NPM11, 
31
. 
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Muitos estudos demonstram que as mutações no gene NPM1 
eram relevantes apenas para os pacientes com cariótipo normal17, 24, 31, 32. 
Por outro lado, o grupo de Haferlach e colaboradores33 relatou, 
recentemente, que, embora os pacientes com LMA com cariótipo 
anormal representem uma minoria dos indivíduos com a mutação no 
gene NPM1, sua definição, no que diz respeito às características 
biológicas, patológicas e clínicas, é muito importante. Este estudo de 
Haferlach e colaboradores33 foi realizado com 631 pacientes com LMA 
com mutação no gene NPM1, na qual 14,7% dos pacientes apresentaram 
cariótipo anormal, além de que não foram observadas diferenças nos 
pacientes com LMA que apresentavam mutação NPM1 (cariótipo 
normal ou anormal) com relação à sobrevida global. Esse resultado 
ratifica o conceito de que a LMA com a mutação no gene NPM1 deve 
ser clinicamente tratada como um subtipo, independentemente do 
cariótipo33.  
Nos poucos estudos com alterações cromossômicas associadas às 
mutações no gene NPM1 em pacientes com LMA22, 23, a associação da 
sua importância biológica e clínica não foi profundamente investigada. 
Nesse contexto, durante a elaboração da classificação da OMS-2008, um 
dos pontos de debate foi a denominação do subtipo “LMA com mutação 
no gene NPM1” como provisória e não definitiva.  
Falini e colaboradores26 relatam que em torno de 75-80% dos 
pacientes portadores de LMA com mutação no gene NPM1 possuíam a 
mutação do tipo A. Recentemente, um estudo relatou que indivíduos 
com a mutação NPM1 do tipo A é de prognóstico favorável, como já era 
conhecido para mutações na NPM1, como também que mutações no 
gene NPM1 do tipo não-A são de prognóstico desfavorável34.  
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Valor prognóstico das mutações no gene FLT3 nas leucemias 
mieloides agudas   
 O gene que codifica a proteína FLT3 localiza-se no cromossomo 
13q12 (Fms-like tyrosine kinase-3, também conhecido como FLK-2 de 
fetal liver kinase-2) foi clonado pela primeira vez em 1991 pelo grupo 
de Rosnet e colaboradores35 e por Matthews e colaboradores36. Em 
condições fisiológicas, a transcrição do gene FLT3 codifica uma 
proteína monomérica constituída por um domínio extracelular, uma 
região transmembrana, um domínio justamembrana (JM) e dois 
domínios tirosina-quinase intracelulares. Na presença de ligante ocorre a 
dimerização de monômeros seguida da fosforilação de substratos 
efetores de vias intracelulares de transdução de sinal. As principais vias 
acometidas pela ativação do FLT3 são a PI3K (phosphatidilinositol 3-
Kinase), as vias do RAS/ERK/MAPK (mitogen-activated Kinase 
protein) e STAT5 (signal transducers and activators of Transcription 
5), o que resulta no aumento proliferativo e inibição da apoptose37. 
Quando o gene FLT3 sofre mutação, dá origem a um produto 
final modificado, ou seja, gera um receptor FLT3 com alterações em sua 
estrutura. Com isso, o domínio tirosina-quinase fica permanentemente 
ativado, independente de ligante, o que acarreta a proliferação 
descontrolada das células mieloides38. Quando isso ocorre, a leucemia 
tem um prognóstico desfavorável e exige adequação no tratamento para 
contemplar tal variável18. As alterações encontradas no gene FLT3 
podem ser de dois tipos: duplicações internas em tandem (DIT) ou 
mutações pontuais38. 
A DIT no gene FLT3 é a segunda mutação mais frequente 
encontrada em pacientes com LMA39. Essa alteração ocorre nos éxons 
14 ou 15 (previamente descritos como éxons 11 ou 12) (Figura 2-A) e 
acomete de 20-35% de todos os pacientes com LMA e 5-10% das 
leucemias linfoblásticas agudas (LLAs)20. A incidência da DIT depende 
da idade dos pacientes com LMA. Nos indivíduos com idade superior a 
60 anos, a frequência de mutações do tipo FLT3-DIT é de 30-35%; já 
em pacientes com LMA mais jovens, essas aberrações moleculares são 
detectadas em 20-25%. Esses resultados são explicados por uma maior 
incidência de aberrações citogenéticas, bem como por uma maior taxa 
de LMA secundária (por exemplo, secundária à Síndrome 
Mielodisplásica), associados a um resultado desfavorável em idosos 
com LMA37, 41.  
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O grupo de Nakao e colaboradores42 foi o primeiro a descrever a 
DIT no domínio JM de um alelo de FLT3 em pacientes com LMA. O 
modelo molecular do funcionamento da proteína alterada foi descrito 
por meio de estudos in vitro que demonstraram a dimerização 
descontrolada do domínio JM produzido pela DIT, o qual perde a 
capacidade autoinibitória e permite a dimerização dos receptores 
independente de ligante, o que gera autofosforilação e promove 
crescimento autônomo das células mutantes43. Com a presença da DIT 
ocorre autofosforilação do receptor FLT3, o que leva à ativação 
permanente desse receptor, culminando com ativação das vias de 
sinalização celular, tais como ERK e STAT544.  
A importância clínica das mutações em FLT3 na LMA foi 
estabelecida a partir da correlação entre a presença de DIT associada 
com leucocitose, alto percentual de blastos e resposta terapêutica 
desfavorável20. Alguns grupos detectaram, ainda, a presença da mutação 
do tipo FLT3-DIT concomitante a outras alterações, como, por exemplo, 
a t(15;17) indicando prognóstico favorável; já a presença da t(6;9) está 
associada a prognóstico desfavorável21, 45. No entanto, o valor 
prognóstico da DIT no gene FLT3 associada a outras alterações ainda 
não foi bem estabelecido, uma vez que a literatura traz trabalhos com 
DIT associado a altos níveis de recaída, com os níveis de remissão 
iguais aos do grupo sem essa mutação ou até mesmo associado à 
resposta clínica favorável46, 47. 
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Mutações pontuais no gene FLT3 acometem a alça de ativação do 
segundo domínio quinase, e a mutação mais comum resulta da 
substituição de um resíduo de ácido aspártico na posição 835 do éxon 20 
(anteriormente conhecido como éxon 17) (Figura 2-B) por um resíduo 
de tirosina (D835)48. A alça de ativação é um componente comum aos 
receptores tirosina-quinase e tem como função bloquear o acesso de 
ATP e do substrato ao domínio quinase quando o receptor está inativo. 
Com uma mutação pontual nessa região, o receptor se encontra 
autoativado e, assim, como na presença da DIT, o controle da cascata de 
sinalização promovido por FLT3 é perdido, o que leva à proliferação 
celular49.  
A mutação do tipo FLT3-D835, também conhecida por FLT3-
TKD, foi descrita em cerca de 5-10% dos pacientes com LMA e tem 
sido relacionada a um prognóstico desfavorável48, 50, 51. Na presença das 
duas alterações em FLT3, a baixa incidência (1,7%) relatada dificulta a 
avaliação do valor clínico; no entanto, o prognóstico desfavorável 
parece prevalecer e estudos in vitro sugerem o desenvolvimento de 
resistência a terapias convencionais e específicas para o receptor46. 
De maneira geral, as alterações em FLT3 têm sido consideradas 
como fator de prognóstico, já incorporadas para determinação de risco e 
intensificação terapêutica nos protocolos recém-atualizados nos países 
desenvolvidos18. Por mais que haja discordâncias quanto à agressividade 
da doença, todos os estudos revelaram leucometria elevada e menor taxa 
de remissão na presença da mutação. Alguns estudos avaliam, também, 
a possibilidade de utilização das alterações em FLT3 como marcadores 
tumorais para identificação de doença residual mínima. O fato é que 
foram observados ganhos e perdas de mutações no decorrer do 
tratamento, o que restringe o valor de FLT3 como marcador indicativo 
de recaída52, 53. 
Como já descrito neste artigo, pacientes portadores de LMA com 
mutação no gene NPM1 estão associados a um prognóstico favorável; 
porém, se esse paciente apresentar concomitantemente a DIT para o 
gene FLT3, seu prognóstico será considerado desfavorável 26, 31, 33, 34, 39, 
54
.  
 
Considerações finais  
Na literatura alguns estudos clínicos, em fase I e II55 e em fase 
III56, investigam os benefícios da utilização dos inibidores de FLT3 em 
pacientes portadores de mutações no gene FLT3.  Esses resultados 
mostram a importância da investigação das mutações no gene FLT3 
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para a estratificação e avaliação de prognóstico na LMA, pois a 
presença dessas mutações implica na escolha da conduta terapêutica18. 
Além disso, novos estudos envolvendo a investigação da mutação no 
gene NMP1 são de extrema importância, pois podem esclarecer a 
caracterização do subtipo “LMA com mutação no gene NPM1”.  
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Apêndice 3: Dados dos pacientes submetidos à investigação das 
mutações no gene FLT3 
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Abreviaturas: MO – Medula óssea; NA – Não avaliado; Neg – Negativo; 
OER – Óbito em remissão; OSR – Óbito sem remissão; Pos – Positivo; 
RET – Remissão em tratamento; SP – Sangue periférico. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  
 
Título da pesquisa: Investigação da importância das mutações no 
gene FLT3 (DIT e D835) e no gene NPM1 para o diagnóstico e 
prognóstico de pacientes com leucemia mielóide aguda. 
O(a) Senhor(a) está sendo convidado a participar de uma 
pesquisa. Antes de decidir se deseja participar, é importante que o(a) 
Senhor(a) entenda por que esta pesquisa será feita, como suas 
informações serão usadas, o que o estudo envolve e os possíveis 
benefícios, riscos e desconfortos envolvidos. Por favor, leia com atenção 
e cuidado as informações a seguir e se desejar, discuta com sua família e 
com o seu médico, para que a decisão sobre a sua participação possa ser 
uma decisão bem informada. 
 
QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO E QUAIS AS 
INFORMAÇÕES DISPONÍVEIS? 
Este estudo será realizado no Laboratório de Pesquisa de 
Oncologia Experimental e Hemopatias, situado no Hospital 
Universitário (HU-UFSC) e a pesquisadora envolvida é a aluna do curso 
de pós-graduação em Farmácia da Universidade Federal de Santa 
Catarina (UFSC): Marley Aparecida Licínio, sob a orientação da 
professora Dra Maria Cláudia Santos da Silva. 
O objetivo principal desta pesquisa é aprimorar o diagnóstico e 
prognóstico de Leucemias Mielóides Agudas. 
 
EU TENHO QUE PARTICIPAR? 
Cabe ao senhor(a) decidir se irá ou não participar. Mesmo que 
o(a) senhor(a) não queira participar do estudo, o senhor(a) não terá 
nenhuma desvantagem, inclusive em relação ao tratamento médico e aos 
cuidados que o(a) senhor(a) tenha direito de receber. Caso decida 
participar, o(a) senhor(a) irá receber este Termo de Consentimento Livre 
e Esclarecido para assinar. Mesmo que decida participar, o(a) senhor(a) 
ainda será livre para sair do estudo a qualquer momento, bastando para 
isso informar a sua desistência. Isso não irá afetar de maneira nenhuma, 
o padrão de cuidados que o(a) senhor(a) irá receber.  
 
O QUE ACONTECERÁ COMIGO SE EU PARTICIPAR? 
A pesquisa será feita a partir de uma amostra de sangue enviada 
até nós pelo seu(a) médico(a) hematologista. Sendo assim, não haverá 
nenhum contato pessoal (do tipo avaliação física ou entrevistas 
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efetuadas pela pesquisadora), pois será feita apenas a análise da sua 
amostra sanguínea afim de investigação diagnóstica.  
 
 
QUAIS SÃO OS POSSÍVEIS DESCONFORTOS QUE POSSO 
TER SE PARTICIPAR? 
Você não irá sentir nenhum constrangimento pois não haverá 
avaliação física ou entrevista, apenas análise da sua amostra de sangue. 
O único desconforto será a coleta da amostra de sangue, sendo que este 
procedimento é extremamente comum e necessário para o 
acompanhamento e tratamento de patologias. 
 
O QUE ACONTECERÁ COM AS INFORMAÇÕES DESTA 
PESQUISA E COMO OS DADOS PESSOAIS DO SENHOR(A) 
SERÃO UTILIZADOS? 
Informo que seus dados serão mantidos sob sigilo absoluto e 
privado, de posse somente pelo pesquisador e orientador desta pesquisa. 
Também não serão tiradas fotos, nem realizadas filmagens. E a 
divulgação dos resultados visará apenas mostrar os possíveis benefícios 
obtidos na pesquisa em questão. A divulgação das informações no meio 
científico serão anônimas e em conjunto com as informações de todos os 
participantes da pesquisa, sendo que o(a) senhor(a) poderá solicitar 
informações durante todas as fases da pesquisa, inclusive após a 
publicação da mesma. 
 
QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR? 
Por ser voluntário e sem interesse financeiro, o(a) senhor(a) não 
terá nenhum gasto extra e também não terá direito a nenhuma 
remuneração. 
 
QUAIS OS POSSÍVEIS BENEFÍCIOS QUE POSSO TER SE 
PARTICIPAR? 
Espera-se, com esta pesquisa, reduzir os problemas envolvidos 
no diagnóstico e prognóstico de leucemias mielóides agudas com a 
padronização de um exame laboratorial. Pode ser que o(a) senhor(a) não 
tenha nenhum benefício com o estudo. Entretanto, as informações que 
obtivermos poderão nos ajudar a diagnosticar outras pessoas vítimas da 
mesma doença. 
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COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR 
DE MAIS INFORMAÇÕES? 
Em caso de qualquer dano relacionado ao estudo, ou sempre 
que o(a) senhor(a) tiver qualquer dúvida sobre o estudo, por favor entre 
em contato com: 
 
Coordenadora do Projeto: Maria Cláudia Santos da Silva Fone: 3721-
8146 
Pesquisadora: Marley Aparecida Licínio Fone: 3234-5815 
 
Eu, (nome do paciente ou responsável legal em letras de 
forma)............................................. 
........................................................................................recebi 
informações sobre o estudo acima, além disso, li e entendi todas as 
informações fornecidas sobre minha participação nesta pesquisa. 
 
Tive a oportunidade de discutí-las e fazer perguntas. Todas as minhas 
dúvidas foram esclarecidas satisfatoriamente e eu voluntariamente 
concordo em participar deste estudo. 
 
Ao assinar este termo de consentimento, estou de pleno acordo com os 
dados a serem coletados, podendo os mesmos ser utilizados conforme 
descrito neste termo de consentimento. Entendo que receberei uma 
cópia assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 
 
 
____________________            ____________________________ 
Assinatura                                    Nome da pessoa que aplicou este termo 
Data ..../...../....... 
 
 
___________________                 __________________________   
Assinatura do paciente                                      Nome do paciente                       
Data ..../...../....... 
 
 
___________________                      ________________________       
Assinatura da testemunha imparcial         Nome da testemunha imparcial           
Data ..../...../....... 
 
180 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
(Para a família de pacientes menores de 18 anos) 
 
Título da pesquisa: Investigação da importância das mutações no 
gene FLT3 (DIT e D835) e no gene NPM1 para o diagnóstico e 
prognóstico de pacientes com leucemia mielóide aguda. 
 
O(a) Senhor(a), em nome do seu 
...................................................(informar o grau de parentesco e nome 
do paciente) está sendo convidado a participar de uma pesquisa. Antes 
de decidir se deseja participar, é importante que o(a) Senhor(a) entenda 
por que esta pesquisa será feita, como as informações do seu 
................................. (informar o grau de parentesco e nome do 
paciente) serão usadas, o que o estudo envolve e os possíveis benefícios, 
riscos e desconfortos envolvidos. Por favor, leia com atenção e cuidado 
as informações a seguir e se desejar, discuta com sua família e com um 
médico, para que a decisão sobre a sua participação possa ser uma 
decisão bem informada. 
 
QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO E QUAIS AS 
INFORMAÇÕES DISPONÍVEIS? 
Este estudo será realizado no Laboratório de Pesquisa de 
Oncologia Experimental e Hemopatias, situado no Hospital 
Universitário (HU-UFSC) e a pesquisadora envolvida é a aluna do curso 
de pós-graduação em Farmácia da Universidade Federal de Santa 
Catarina (UFSC): Marley Aparecida Licínio, sob a orientação da 
professora Dra Maria Cláudia Santos da Silva. 
O objetivo principal desta pesquisa é aprimorar o diagnóstico e 
prognóstico de Leucemias Mielóides Agudas. 
 
É OBRIGATÓRIO PARTICIPAR? 
Cabe ao senhor(a) decidir se seu .................... 
...................................(informar o grau de parentesco do paciente) irá ou 
não participar. Mesmo que o(a) senhor(a) não queira participar do 
estudo, o senhor(a) não terá nenhuma desvantagem. Caso decida 
participar, o(a) senhor(a) irá receber este Termo de Consentimento Livre 
e Esclarecido para assinar. Mesmo que decida participar, o(a) senhor(a) 
ainda será livre para retirar 
seu.................................................................(informar o grau de 
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parentesco do paciente) do estudo a qualquer momento, bastando para 
isso informar a sua desistência.  
 
O QUE ACONTECERÁ SE EU ASSINAR ESSE TERMO? 
A pesquisa será feita a partir de uma amostra de sangue do seu 
.................................................. (informar o grau de parentesco do 
paciente), enviada até nós pelo médico(a) hematologista. Sendo assim, 
não haverá nenhum contato pessoal (do tipo avaliação física ou 
entrevistas efetuadas pela pesquisadora), pois será feita apenas a análise 
da sua amostra sanguínea do seu .................................................. 
(informar o grau de parentesco do paciente) afim de investigação 
diagnóstica e prognóstica. 
 
QUAIS SÃO OS POSSÍVEIS DESCONFORTOS QUE POSSO 
TER SE PARTICIPAR? 
Seu ...........................(informar o grau de parentesco do 
paciente) não irá sentir nenhum constrangimento pois não haverá 
avaliação física ou entrevista, apenas análise da amostra de sangue. O 
único desconforto será a coleta da amostra, sendo que este procedimento 
é extremamente comum e necessário para o acompanhamento e 
tratamento de patologias. 
 
O QUE ACONTECERÁ COM AS INFORMAÇÕES DESTA 
PESQUISA E COMO OS DADOS PESSOAIS SERÃO 
UTILIZADOS? 
Informo que os dados do seu .................... (informar o grau de 
parentesco do paciente) serão mantidos sob sigilo absoluto e privado, de 
posse somente pelo pesquisador e orientador desta pesquisa. A 
divulgação dos resultados visará apenas mostrar os possíveis benefícios 
obtidos na pesquisa em questão. A divulgação das informações no meio 
científico serão anônimas e em conjunto com as informações de todos os 
participantes da pesquisa, sendo que o(a) senhor(a) poderá solicitar 
informações durante todas as fases da pesquisa, inclusive após a 
publicação da mesma. 
 
QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR? 
Por ser voluntário e sem interesse financeiro, o(a) senhor(a) não 
terá nenhum gasto extra e também não terá direito a nenhuma 
remuneração. 
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QUAIS OS POSSÍVEIS BENEFÍCIOS QUE POSSO TER SE 
PARTICIPAR? 
Espera-se, com esta pesquisa, reduzir os problemas envolvidos 
no diagnóstico e prognóstico de leucemias mielóides agudas com a 
padronização de um exame laboratorial. Pode ser que o seu 
.........................(informar o grau de parentesco do paciente) não tenha 
nenhum benefício com o estudo. Entretanto, as informações que 
obtivermos poderão nos ajudar a diagnosticar outras pessoas vítimas da 
mesma doença. 
 
COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR 
DE MAIS INFORMAÇÕES? 
Em caso de qualquer dano relacionado ao estudo, ou sempre 
que o(a) senhor(a) tiver qualquer dúvida sobre o estudo, por favor entre 
em contato com: 
 
Coordenadora do Projeto: Maria Cláudia Santos da Silva Fone: 3721-
8146 
Pesquisadora: Marley Aparecida Licínio Fone: 3234-5815 
 
Se tiver dúvidas sobre seus direitos, o(a) senhor(a) pode entrar em 
contato com: 
Comitê de Ética em Pesquisa, secretária Cássia Cristofolini        
Telefone: (48) 3331-1497 
 
Eu, (nome do familiar responsável em letras de 
forma)............................................. 
........................................................................................recebi 
informações sobre o estudo acima, além disso, li e entendi todas as 
informações fornecidas sobre a participação do meu  .................... 
(informar o grau de parentesco do paciente) nesta pesquisa. 
 
Tive a oportunidade de discutí-las e fazer perguntas. Todas as minhas 
dúvidas foram esclarecidas satisfatoriamente e eu voluntariamente 
concordo em participar deste estudo. 
 
Ao assinar este termo de consentimento, estou de pleno acordo com os 
dados a serem coletados, podendo os mesmos serem utilizados 
conforme descrito neste termo de consentimento. Entendo que receberei 
uma cópia assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 
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________________________                    _______________________ 
Assinatura                               Nome da pessoa que aplicou este termo 
Data ..../...../....... 
 
_________________________           ________________________   
Assinatura do paciente/responsável       Nome do paciente/responsável                      
Data ..../...../....... 
 
 
_______________________                   ______________________       
Assinatura da testemunha imparcial        Nome da testemunha imparcial           
Data ..../...../....... 
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__________________________________________________________ 
Anexo 4: Termo de consentimento livre e esclarecido dos pacientes do 
HIJG 
__________________________________________________________ 
186 
 
187 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  
 
Título do Trabalho: “INVESTIGAÇÃO DE PROTEÍNAS DE 
RESISTÊNCIA EM LEUCEMIAS LINFÓIDES AGUDAS 
PEDIÁTRICAS” 
 
Senhores Pais:  
Por Favor, leiam atentamente as instruções abaixo antes de decidir com 
seu (sua) filho (a) se ele (a) deseja participar do estudo e se o Senhor (a) 
concorda com que ele (a) participe do presente estudo. Se possível, 
discuta esse assunto com seu (sua) filho (a) para que seja uma decisão 
em conjunto. 
 
Eu,....................................................................  confirmo que Júlio 
Araújo Zampirolo discutiu comigo este estudo. Eu compreendi que: 
 
1. O objetivo deste estudo é estudar a expressão de proteínas de 
resistência a múltiplos fármacos como alvo de diagnóstico, avaliação de 
prognóstico e evolução da doença. 
 
2. Minha participação e do meu filho colaborando neste trabalho é muito 
importante porque permitirá uma melhor compreensão da leucemia. A 
participação do meu filho na pesquisa implica em eu responder a 
algumas perguntas sobre a doença e o pesquisador irá examinar e anotar 
os dados que interessam para a pesquisa.  
     
3. O Hospital Infantil Joana de Gusmão também está interessado no 
presente estudo e já deu a permissão por escrito para que esta pesquisa 
seja realizada. Porém minha participação e de meu filho (a), ou não, no 
estudo não implicará em nenhum benefício ou restrição de qualquer 
ordem para meu (sua) filho (a) ou para mim.  
 
4. Eu também sou livre para não participar desta pesquisa se não quiser. 
Isto não implicará em quaisquer prejuízos pessoais ou no atendimento 
de meu filho (a). Além disto, estou ciente de que em qualquer momento, 
ou por qualquer motivo, eu ou minha família podemos desistir de 
participar da pesquisa. 
 
5. Estou ciente de que o meu nome e o do meu filho não serão 
divulgados e que somente as pessoas diretamente relacionadas à 
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pesquisa terão acesso aos dados e que todas as informações serão 
mantidas em segredo e somente serão utilizados para este estudo. 
 
6. Se eu tiver alguma dúvida a respeito da pesquisa, eu posso entrar em 
contato com Júlio Araújo Zampirolo pelo telefone 8836-0063. 
 
7. Eu concordo em participar deste estudo. 
 
Nome e assinatura de participante maior de 14 anos:  
 
Nome e assinatura do responsável legal pela criança: 
 
Entrevistador:  
 
Data:  
 
Em caso de dúvidas relacionadas aos procedimentos éticos da 
pesquisa, favor entrar em contato com o Comitê de Ética em 
Pesquisa, do Hospital Infantil Joana de Gusmão, pelo telefone (48) 
3251-9092. 
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